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(54) Bezeichnung: REKOMBINANTES HERSTELLUNGS VERFAHREN FOR EIN VOLLSTANDIGES MALARIA-ANTIGEN 
GP190/MSPI 



(57) Abstract 



The present invention relates to a method for producing recombinants intended for use in the complete cell-surface protein gp 190/MSPI 
from Plasmodium, especially Plasmodium falciparum, as well as the complete DNA sequence of this protein and the appropriate host 
* organisms suited for expressing said sequence, whereby the protein concerned can be entirely synthesized outside the parasite. Also, the 
inventive method enables sufficient production of above-mentioned protein and its supply as a vaccine. Finally disclosed is a process for 
stabilizing genes with high At concentration. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein rckombinantes Herstellungsverfahren ftlr das komplette gplW/MSPI-Oberflachenprotein von Plasmodium, ; 
insbesondere Plasmodium falciparum, sowie die vollstandige DNA-Sequenz dieses Proteins und geeignete Wirtsorganismen far die = 
Expression der Sequenz, wodurch das Protein in seiner Gesamtheit erstmals auBerhalb des Parasiten synthetisiert werden konnte. Die 
Erfindung eroffnet erstmals die Moglichkeit, das gpl90/MSP1-Oberflachenprotein in ausreichender Menge herzusteilen; femer ist es 
ein Gegenstand der Erfindung gpl9XVMSPI als Impfstoff zur VerfUgung zu stetlen. SchlieBlich gibt die Erfindung ein Verfahren zur 
Stabilisierung von AT-reichen Genen an. 
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Rekombinantes Herstellungsverfahren filr ein 
vollstSndiges Malaria-Antigen gp190/MSP1 

Die Erfindung betrifft ein rekombinantes Herstellungsverfahren fur das vollstSndige 
Malaria-Antigen gp190/MSP1 sowie einzelner natiirlich vorkommender Domanen und 
Teile derselben durch Expression (einer) synthetischer DNA-Sequenzen. Die Erfin- 
dung betrifft auflerdem die durch das Verfahren hergestellten DNA-Sequenzen und 
die fur die Expression der DNA-Sequenzen verwendeten Wirtsorganismen. Ferner 
betrifft die Erfindung die Verwendung des volistandigen Malaria-Antigens sowie Teile 
derselben als Impfstoff zur Immunisierung gegen Malaria. 

SchliefJIich betrifft die vorliegende Erfindung ein Stabilisierungsverfahren fur AT- 
reiche Gene, sowie stabilisierte Gene, die sich durch einen geringeren AT-Gehalt 
auszeichnen. 

Malaria ist weltweit eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten. Nach Angaben der 
WHO waren 1990 in 99 Landern 40% der Weltbevolkerung einem Malariarisiko aus- 
gesetzt Ihre Verbreitung nimmt derzeit wieder massiv zu. Dies ist vor ailem auf eine 
intensive Resistenzbildung der Malariaerreger zuruckzufuhren, die dadurch gefordert 
wird, dafl die zur Therapie eingesetzten Medikamente ebenfalts als Prophylaxe em- 
pfohlen und eingenommen werden. Neben der Suche nach neuen, wirksamen Che- 
motherapeutika werden heute Hoffnungen auch in die Entwicklung von Impfstoffen 
gesetzt, da Menschen in Malaria-epidemischen Regionen der Welt verschiedene Ar- 
ten von Immunitat zu entwickeln vermogen. Neben einer naturlichen Resistenz gegen 
Malaria, die sich bei heterozygoten Tragern des Sichelzellgens und bei Personen mit 
Thalassamie und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel ausbildet. konnen im 
Laufe einer Malariainfektion im Menschen Immunitatsmechanismen einsetzen, die 
sich in einer erhohten Widerstandsfahigkeit gegenuber den Plasmodien aufSern. 
Dementsprechend ist der Krankheitsverlauf in stark durchseuchten BevOlkerungspo- 
pulationen weitaus weniger bedrohlich als bei Personen, die der Infektion weniger 
haufig Oder erstmalig ausgesetzt sind. 

Das Hauptproblem bei der Impfstoffentwicklung ist die Identifikation eines Antigens, 
das schutzende immunitat bewirken kann, da kein leicht zugangliches und gut defi- 
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n.ertes T,ermodeU fur die v,er den Menschen betellenden Parasiten vorhanden is. 
D,e Malaria-Erreger gehflren der Gruppe der P, aS mod,en an. wobei die lnfeK.ion mi. 
«nem der vier Erreger Piasmodium viva*. Plasmodium ovale. Plasmodium malariae 
Oder Pomatum Mciparum durch den Sttch von Anopheles-Mucfcen erfolg, Von 
d,esem Erreger is, Plasmodium falciparum der ge«hrlich s ,e und der am wei.es.en 
verbreitete. 

Das Hauptoberflachenprotein von Merozoiten, der invasiven Form der Blutstadien 
des Maiaria-Erregers Plasmodium falciparum und anderer Malaria-Erreger wie P. 
v/vax. i.t ein 190 - 220 kD Glykoprotein. Spat in der Entwicklung des Parasiten wird 
d.eser Vor,aufer in k.einere Proteine prozess.ert. d,e jedoch als einheitlicher Komp.ex 
aus Merozoiten isoliert werden konnen. Der Komplex ist mittels eines G.ycosy.phos- 
phafdyl-lnositol-Ankers mit der Merozoitenmembran verknupft. Die Sequenzen der 
9P 190-Proteine verschiedener P. falciparum-St&nme fallen in zwei Gruppen zwi- 
schen denen intragene Rekombination haufig ist. Insgesamt besteht das Protein aus 
mehreren hochkonservierten Regionen, aus einem dimorphem Bereich. welche je- 
we.ls einem von zwei Al.elen angehoren und aus zwe, re.ativ kle.nen o.igomorphen 
Blocken ,m N-termina.en Bereich (Tanabe, K., Mackay, M., Goman, M. und Scaife 
J.G. (1 987), Allelic dimorph,sm in a surface antigen gene of the malaria parasite ' 
Plasmod,um falciparum. J. Mol. Biol. 195, 273-287; Miller, L.H Roberts T Shaha 
buddin, M. und McCutchan, T.F. (1993), Analysis of sequence diversity in the P.as- 
mod.um falciparum merozoite surface protein-1 (MSP-1). Mol. Biochem. Parasitol 59 
1-14). 

Das fl pi 90/MSP1 galt bereits fruh als ein mbglicher Kandidat fur einen Impfstoff So 
wurde ,m Nagermodell nach Immunisierung mit dem ana.ogen Protein aktiver Schutz 
gegen .nfektion m,t Nager-Parasiten erha.ten. Passiver Schutz lieft sich mit gegen 
d.eses Protein gerichteten Antikdrpern erreichen (siehe auch Holder A A und 
Freeman, R.R. (1981), .mmunization against b.ood-stage rodent malaria using puri- 
fied parasite antigens, Nature 294, 361-364; Majarian, W.R.. Daly T M Weidanz 
W.P. und Long, C.A. (1984), Passive immunization aga.nst murine malaria with an 
lgG3 monoclonal antibody, J. Immunol. 132, 3131-3137). Die Daten. die diese An- 
nahme belegen sollen, sind im e.nzelnen jedoch statistisch nicht signifikant 
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Daruber hinaus sind mehrere monoklonale Antikorper. welche in vitro die Invasion 
von Erythrozyten durch P. falciparum inhibieren, sind gegen gp190/MSP1 gerichtet 
(Pirson, P.J. und Perkins, M.E. (1985), Characterization with monoclonal antibodies of 
a surface antigen of Plasmodium falciparum merozoites. J. Immunol. 134, 1946-1951; 
Blackman, M.J., Heidrich, H.-G.. Donachie, S., McBride. J.S. und Holder A.A. (1990), 
A single fragment of a malaria merozoite surface protein remains on the parasite du- 
ring red cell invasion and is the target of invasion-inhibiting antibodies. J. Exp. Med. 
172, 379-382). 

SchliefJIich wurde eine Reihe von Impfstudien mit gp1907MSP1 -Material aus P. falci- 
parum an Primaten, insbesondere an Aotus und Saimiri-Affen durchgefuhrt (siehe 
auch Perrin, L.H., Merkli. B.. Loche. M., Chizzolini, C, Smart. J. und Richie. R. 
(1984). Antimalarial immunity in Saimiri monkeys. Immunization with surface compo- 
nents of asexual blood stages, J. Exp. Med. 160. 441-451; Hall. R.. Hyde, J.E., Go- 
man, M., Simmons. D.L.. Hope, I.A., Mackay, M. und Scaife, J.G. (1984). Major sur- 
face antigen gene of a human malaria parasite cloned and expressed in bacteria. 
Nature 311, 379-382; Siddiqui, W.A., Tarn. L.Q.. Kramer, K.J.. Hui, G.S.N. . Case. 
S.E., Yamaga, K M.. Chang. S.P., Chan. E.B.T. und Kan, S.-C. (1987), Merozoite 
surface coat precursor protein completely protects Aotus monkeys against Plasmodi- 
um falciparum malaria, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 84, 3014-3018; Ettlinger. H.M.. 
Caspers, P.. Materile, H., Schoenfeld, H.-J., Stueber, D. und Takacs, B. (1991), Ability 
of recombinant or native proteins to protect monkeys against heterologous challenge 
with Plasmodium falciparum. Inf. Imm. 59. 3498-3503; Holder. A.A.. Freeman, R.R. 
und Nicholls. S.C. (1988). Immunization against Plasmodium falciparum with recom- 
binant polypeptides produced in Escherichia coli. Parasite Immunol. 10. 607-617. 
Hen-era, S., Herrera. M.A., Perlaza. B.L.. Burki. Y., Caspers. P., Ddbeli, H.. Rotmann, 
D. und Certa. U. (1990). Immunization of Aotus monkeys with Plasmodium falciparum 
blood-stage recombinant proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4017-4021; Her- 
rera, M.A., Rosero. F.. Herrera. S.. Caspers. P.. Rotmann. D.. Sinigaglia.F. und Certa. 
U. (1992), Protection against malaria in Aotus monkeys immunized with a recombi- 
nant blood-stage antigen fused to a universal T-cell epitope; correlation of serum 
gamma interferon levels with protection. Inf. Imm. 60, 154-158; Patarroyo. M.E., Ro- 
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mero P.. Torres. M.L., Clavijo, P., Moreno, A.. Martinez, A., Rodriguez, R., Guzmann 
F. und Cabezas. E. (1987). Induction of protective immunity against experimental 
infection with malaria using synthetic peptides. Nature 328. 629-632). In diesen 
Impfstudien lassen sich hierbei zwei Ansatze unterscheiden 

- Verwendung von aus Parasiten isoliertem Material und 

- Einsatz von in heterologen Expressionssystemen gewonnenem Material. 

Letzteres bestand in der Regel aus relativ kleinen Teilbereichen des Gesamtproteins 
Obwohl die ersten Resultate der in Vorversuchen an Alton durchgefuhrten Impfungen 
andeuten. dafi g P 190/MSP1 einen Schutz vermitteln kdnnte. haben alle an Primaten 
durchgefuhrten Experimente zwei Probleme, welche einen solchen Schluft in Fraqe 
stellen: 

(a) sie wurden an zu kleinen Tiergruppen durchgefuhrt 

(b) sie wurden nicht wiederholt. 

Die Resultate und die daraus gezogenen Schlusse sind daher statistisch nicht abge- 
s.chert. Neben dem schwierigen Zugang zu geeigneten Affen liegt das zugrunde lie- 
gende Hauptproblem dann. dafi es bislang nicht moglich war. gutes Impfmaterial in 
ausreichender Menge herzustellen. 

Andererseits konnten nach der Sequenzierung des gp190-Gens aus dem K1- und 
dem MAD20-Stamm von Plasmodium falciparum konnten uberlappende Fragmente 
in E. coli exprimiert werden. Mit diesem Material zeigten epidemiologische Studien in 
Westafrika, dafi in der Gruppe der Adoleszenten eine Korrelation bestand zwischen 
Antikorpertiter gegen gp190/MSP1 -Fragmente einerseits und einem Schutz vor Pa- 
rasiteninfektion andererseits. Daruber hinaus schien der Titer auch mit der Fahigkeit 
zu korrelieren. die Parasitamie auch auf niedrigem Niveau zu kontrollieren (Tolle et al. 
(1993): A prospective study of the association between the human humoral immune 
response to Plasmodium falciparum blood stage antigen gpl90 and control of mala- 
rial infections. Infect Immun. 61 , 40-47). Diese Resultate werden erganzt durch neue 
Untersuchungen an Aotusaffen im Rahmen der vorliegenden Erflndung. Hier wurde 
ein hoher Schutz gegen Infektion mit dem Parasiten dadurch erreicht, dafi Protein- 
praparationen aus Plasmodium falciparum, die uberwiegend aus nichtprozessiertem 
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gp190/MSP1 bestanden, als Impfstoff benutzt worden waren. Die Affen mit dem 
hochsten Antikbrpertiter gegen gp190/MSP1 waren am besten geschutzt. Diese Re- 
sultate machten letztendlich das gp190 zu einem vielversprechenden Kandidaten fur 
eine Impfstoff gegen Malaria tropica. 

Von einigen Arbeitsgruppen wurde der C-terminalen Domane des gp190 (p19 bzw. 
p42) eine besondere Rolle bei der gp190 vermittelten Immunitat zugewiesen (siehe 
auch Chang, S.P., Case, S.E., Gosnell, W.L, Hashimoto, A., Kramer, K.J., Tarn, L. 
Q., Hashiro, C.Q.. Nikaido, C M., Gibson, H.L, Lee-Ng, C.T., Barr. P. J., Yokota, B.T. 
und Hui, G.S.N. (1996), A recombinant bacutovirus 42-kilodalton C-terminal fragment 
of Plasmodium falciparum merozoite surface protein 1 protects Aotus monkeys 
against malaria, Inf. Imm. 64, 253-261; Burghaus, P.A., Wellde, B.T., Hail, T., Ri- 
chard's, R.L, Egan, A.F., Riley, E.M., Ripley-Ballou, W. und Holder A.A. (1996), Im- 
munization of Aotus nancymai with recombinant C-terminus of Plasmodium falci- 
parum merozoite surface protein- 1 in liposomes and alum adjuvant does not induce 
protection against a challenge infection, Inf. Imm,, in press). 

Bislang ist es jedoch nicht mbglich, auf rationaler Basis andere Teile des gp190 als 
nicht relevant fur eine schutzende Immunantwort auszuschliefSen. Es ist daher nach 
wie vor notwendig, das gesamte Gen bzw. das intakte gp190 fur Impfversuche zu 
verwe nden. Trotz mehrfacher Versuche verschiedener Arbeitskreise ist es jedoch 
noch nicht gelungen, das gesamte Gen des gp190/MSP1 zu klonieren und zu expri- 
mieren. 

Bislang war es auch noch nicht moglich, a priori einen Teil aus der gp190-Sequenz 
fur die schutzende Immunantwort als nicht relevant auszuschliefSen, so dali es nach 
wie vor notwendig ist, das gesamte Gen bzw. das gesamte Genprodukt fur Impfver- 
suche zu verwenden. Es ist jedoch trotz vieler Versuche mehrerer Arbeitskreise noch 
nicht gelungen, das gesamte Gen des gp190/MSP1 zu klonieren. 

Es war daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Impfmaterial in Form von 
vollstandigem gp190/MSP1 in ausreichender Menge zur Verfugung zu stellen. Es war 
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eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung. ein Verfahren anzugeben. mit dem 
dieses Impfmaterial gewonnen werden kann. 

Es war aufterdem eine weitere Aufgabe gemaii der vorliegenden Erfindung eine 
vollstandige DNA-Sequenz von gp190/MSP1 anzugeben. die in einem Wirtsorganis- 
mus exprimierbar ist. 

Weiterhin war es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung. Wirtsorganismen anzu- 
geben, die das vollstandige Gen gp1907MSP1 enthalten. 

Schlieftlich war es auch eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung. ein Stabilisie- 
rungsverfahren fur AT-reiche Gene anzugeben, sowie ein fur die Expression geeigne- 
tes. stabilisiertes Gen. das sich durch eine Erniedrigung des AT-Gehalts auszeichnet. 

Diese Aufgaben werden durch die in den Anspruchen angegebenen Gegenstande 
gelost. 

lm folgenden werden e.n.ge Begnffe naher erlautert, um klarzustellen, wie sie in die- 
sem Zusammenhang verstanden werden sollen. 

"Rekombinantes Herstellungsverfahren" bedeutet, dafS ein Protein von einer DNA- 
Sequenz durch einen geeigneten Wirtsorganismus exprimiert wird, wobei die DNA- 
Sequenz aus einer Klonierung und Fusion einzelner DNA-Abschnitte entstanden ist. 

"Vollstandiges gp190/MSP1 -Protein" meint hier das gesamte, aus o.g. Plasmodien. 
insbesondere Plasmodium falciparum, isolierbare gp190/MSP1-Oberfiachenprotein, 
das das Hauptoberflachenprotein der Merozoiten des o.g. Erregers darstellt sowie die 
Proteine mit analoger Funktion aus den anderen Plasmodiumarten, wie P. vivax. Der 
Begriff betrifft somit jeweils das Hauptoberflachenprotein der Merozoiten der 4 o.g. fur 
den Menschen gefahrlichen Malariaerreger "Vollstandiges gp190/MSP1-Gen" ist das 
fur dieses Protein kod.erende Gen. "Vollstandig" bedeutet in diesem Zusammenhang, 
dali die gesamte Aminosauresequenz des nativen Proteins vorhanden ist, bzw. daft ' 
die Gensequenz fur die gesamte Aminosauresequenz des nativen Proteins kodiert. 
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Mit umfafJt sind jedoch auch mutierte und/oder verkurzte Formen von gp190/MSP1 . 
sofern sie das gleiche Immunisierungspotential (Impfschutz) wie das vollstandige 
gp190/MSP1 aufweisen. Schliefilich umfaflt der Begriff auch Varianten von 
gp190/MSP1 die sich dadurch auszeichnen, dafi sie Proteinabschnitte verschiedener 
Allele in einem Proteinmolekul enthalten. 

M FCB-1" ist ein Stamm von P. falciparum, wie beschrieben bei Heidrich, H.-G., Mietti- 
nen-Baumann, A., Eckerskorn, C. und Lottspeich, F. (1989) The N-terminal amino 
acid sequences of the Plasmodium falciparum (FCB1) merozoite surface antigens of 
42 and 36 kilodalton, both derived from the 185-195-kilodalton precursor. Mol. Bio- 
chem. Parasitol. 34, 147-154. 

"Ankersignal" meint hier eine Proteinstruktur, fur die eine DNA-Sequenz am 3'- Oder 
5'-Ende des erfindungsgemaflen Gens kodiert. Ankersignale sind Strukuren, die ei- 
nem Polypeptid die Verankerung an anderen Strukturen, wie z.B. Membranen er- 
moglichen. 

"Signalpeptid" bedeutet hier eine Proteinstruktur, fur die eine DNA-Sequenz am N- 
terminalen Ende des erfindungsgemafien Gens kodiert. Signalpeptide sind Struktu- 
ren, die dem Polypeptid u.a. ein Einschieusen in Membranen ermbglichen. 

"AT-Gehalt" meint im Zusammenhang der vorliegenden Erfindung die prozentuale 
Menge von Adenin/Thymin-Basenpaaren im Verhaltnis zu Guanin/Cytosin- 
Basenpaaren. 

"Klonierung" soil hier alle im Stand der Technik bekannten Klonierungsmethoden 
umfassen, die hier zum Einsatz kommen kdnnten, die jedoch nicht alle im einzelnen 
beschrieben werden, weil sie zum selbstverstandlichen Handwerkszeug des Fach- 
manns gehOren. 

"Expression in einem geeigneten Expressionssystem" soil hier alle im Stand der 
Technik bekannten Expressionsmethoden in bekannten Expressionssystemen um- 
fassen, die hier zum Einsatz kommen konnten, die jedoch nicht alle im einzelnen be- 
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schneben werden, weil sie zum selbstverstandlichen Handwerkszeug des Fach- 
manns gehoren. 

Es ist eine erste Aufgabe gemali der vorliegenden Erfindung. ein Verfahren anzuge- 
ben, durch das das gp190/MSP1 -Protein und das Gen hierfur in ausreichender Men- 
ge ohne ubermaliige Kosten produziert werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch das in Anspruch 1 beschriebene rekombinante Herstel- 
lungsverfahren gelost, durch das ein voll-standiges gp190/MSP-1-Gen und das da- 
von kodierte Protein in ausreichender Menge erhaltlich ist. 

Durch dieses Verfahren wurde es erstmals moglich, das Protein in seiner Gesamtheit 
aufierhalb des Parasiten zu synthetisieren. Das so synthetisierte Protein ist wie die 
Analyse mit konformationelle Epitope erkennenden monoklonalen Antikorpern zeigt 
zumindest uber weite Bereiche in naturfich gefalteter Form herstellbar. Durch das 
rekombinante Herstellungsverfahren konnten jeweils mehrere Milligramm intaktes 
g P 190/MSPl aus den Wirtsorganismen gewonnen werden. eine Menge, die aus 
technischen und aus Kostengrundeh aus Paras.ten praktisch nicht gewonnen werden 
kann. Die jetzt mogliche Produktion des Proteins in beliebigen Mengen eroffnet neue 
Perspektiven fur seinen Einsatz als experimented Impfstoff gegen Malaria. Daruber 
h.naus ist der Weg frei fur die Entwicklung von Lebendimpfstoffen sowie fur Vakzine 
auf Nukleinsaure-Basis. 

Vorzugsweise liegt der Synthese der fur das Protein gp1 90/MSP1 kodierenden Gen- 
Sequenz die Sequenz des P. falciparum FCB-1 Stammes zugrunde. P. falciparum ist 
der Erreger der Malaria tropica und damit der gefahrlichste unter den Malaria-Arten. 
Das zugrunde liegende Gen ist ein Vertreter des "K1-AI!els'\ wobei K1 fur einen be- 
stimmten P. falciparum-Siamm steht. Seine kodierende Sequenz erstreckt sich iiber 
4917 Basenpaare und schliefit eine Signalsequenz am N-terminalen Ende sowie eine 
Anker-Sequenz am C-terminalen Ende ein. 

Weiterhin ist das rekombinante Herstellungsverfahren gemafi der Erfindung vor- 
zugsweise dadurch gekennzeichnet, dafl der AT-Gehalt der dem Protein zugrunde 
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liegenden DNA-Sequenz gegenuber der Wildtyp-Sequenz erniedrigt ist, von 74% im 
ursprunglichen Gen auf vorzugsweise ca. 55%, indem bspw. unter Erhalt der Ami- 
nosauresequenz des FCB-1 -Proteins eine DNA-Sequenz mit den im menschiichen 
Genom ublichen Codon-Haufigkeiten hergesteiit wird. Andere CodonhSufigkeiten, 
welche den AT-Gehalt erniedrigen, sind ebenfalls denkbar. 

Vorzugsweise kodiert das dem durch das rekombinante Herstellungsverfahren er- 
zeugte Protein zugrunde liegende Gen fur die voile Aminosauresequenz einschlieS- 
lich Signalpeptid und GPl-Ankersignalpeptid, im weiteren als gp190 s bezeichnet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungform kodiert das dem durch das rekombi- 
nante Herstellungsverfahren erzeugte Protein zugrunde liegende Gen fur die voile 
Aminosauresequenz mit Ausnahme des GPi-Ankersignals. Diese Ausfuhrungsform 
wird im weiteren als gp190 s1 bezeichnet. 

In noch einer weiteren bevorzugten Ausfuhrung kodiert das dem durch das rekombi- 
nante Herstellungsverfahren erzeugte Protein zugrunde liegende Gen fur die voile 
Aminosauresequenz mit Ausnahme des GPI-Ankersignals und des Signalpeptids. 
Diese Ausfuhrungsform wird im weiteren als gp190 s2 bezeichnet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kodiert das dem durch das rekombi- 
nante Herstellungsverfahren erzeugte Protein zugrunde liegende Gen fur die voile 
Aminosauresequenz und eine Transmembranankersequenz. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform umfafit das rekombinante Herstel- 
lungsverfahren folgende Schritte. 

Zunachst den Entwurf der zu synthetisierenden DNA-Sequenz auf der Basis des 
Gens aus P. falciparum FCB-1, wobei eine DNA-Sequenz mit den z.B. im menschii- 
chen Genom ublichen Codon-Haufigkeiten unter Beibehalten der Aminosaurese- 
quenz des FCB-1 -Proteins hergesteiit wird. 

Hierdurch sollte der AT-Gehalt des Gens reduziert werden, vorzugsweise auf 55%. 
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Im weiteren Verfahren wird die entworfene Sequenz bspw. in 5 uberlappende Regio- 
nen eingeteilt. welche jeweils Domanen der naturlichen Prozessierungsprodukte des 
gp190/MSP1 -Proteins aus FCB-1 entsprechen: p83, p31, p36, p30 und P 19. 

Es werden Desoxyoligonukleotide synthetisiert. die jeweils mindestens die gesamte 
Lange einer Region abdecken. 

Besonders bevorzugt werden die Desoxyoligonukleotide so synthetisiert. daft ihre 
Sequenz abwechselnd dem "oberen" (5 l -3') bzw. dem "unteren" (3" - 5") DNA-Strang 
entspricht. Die Lange dieser Oligonukleotide ist vorzugsweise durchschnittlich 120 
Nukleotide und sie uberlappt die benachbarten Sequenzen jeweils urn ca. 20 Basen 

In einer mdglichen Ausfuhrungsform werden DNA-Sequenzen von etwa doppelter 
Lange wie die jeweiligen Ausgangsproduke durch asymmetrische PCR hergestellt 
und zwar so, daft die uberschussigen DNA-Sequenzen, die benachbart sind. jeweils 
den gegenuberliegenden Strang reprasentieren. Dies fuhrt in einem zweiten 

PCR-Amplifikat.onszyklus zu e.nem Zweitprodukt, das der Lange von vier urspriing- 
lich eingesetzten Oligonukleotiden (abzuglich der uberlapppenden Region) ent- 
spricht. Die Uberfuhrung dieser Produkte in ein uberwiegend aus Einzelstrang-DNA 
bestehendes Praparat durch asymmetrische PCR mit den endstandigen Oligonu- 
kleotiden erlaubt in einem weiteren Amplifikationsschritt die Herstellung eines 800 bp 
langen doppelstrangigen DNA-Fragments in nur 25 PCR-Zyklen. 

Auf diese Weise werden direkt die kodierenden Regionen fur p19, p30. p36 und p31 
synthetisiert und in E. coli molekular kloniert. Klone mit fehlerfreier Sequenz wurden 
entweder direkt Oder durch Zusammensetzen fehlerfreier Teilsequenzen erhalten. Die 
Region, welche das p83 kodiert, wurde durch Fusion aus zwei etwa 1200 bp umfas- 
senden Sequenzen erhalten. 

Im weiteren Verlauf des Verfahrens wurden die einzelnen Sequenzen kloniert. Als 
Expressionsvektoren bieten sich vorzugsweise die Plasmide pDS56, RBSII ("Hochuli. 
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E., Bannwarth, W. Ddbeli, K Gentz, R., and Stuber, D. (1988) Genetic approach to 
facilitate purification of recombinant proteins with a novel metal chelate adsorbent 
Biotechn. 6, 1321-1325"), pBi-5 ("Baron, U.. Freundlieb, S., Gossen, M. and Bujard, 
H. (1995) Corregulation of two gene activities by tetracycline via a bidirectional pro- 
moter. Nucl. Acids Res. 23, 3605-3606") und ppTMCS an. Es sind jedoch auch ande- 
re Expressionsvektoren denkbar. 

Bevorzugte Wirtsorganismen fur die Expression sind E. co//, besonders bevorzugt 
der Stamm DH5alphaZ1 (R. Rutz, Dissertation 1996, University Heidelberg), HeLa- 
Zellen, CHO-Zellen, Toxoplasma gondii (Pfefferkorn, E.R. and Pfefferkorn, C.C. 1976, 
Toxoplasma gondii: Isolation and preliminary characterization of temperature - sensi- 
tive mutants. Exp. Parasitol. 39, 365-376) Oder Leishmania. Weitere Wirtssysteme 
konnten z.B. Hefen, Baculoviren Oder Adenoviren sein, wobei der Gegenstand der 
Erfindung nicht auf die genannten Wirtssysteme beschrankt sein sollte. 

Es war eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine vollstandige, zur Ex- 
pression geeignete DNA-Sequenz des gp190/MSP1-Oberflachenproteins von P. 
falciparum anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch die in Anspruch 17 genannte Erfindung gelost, wobei die 
Sequenz durch das oben beschriebene rekombinante Herstellungsverfahren erhalt- 
lich ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kodiert die zur 
Expression geeignete DNA-Sequenz fur die vollstandige Aminosauresequenz. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kodiert 
die zur Expression geeignete DNA-Sequenz fur die vollstandige Aminosauresequenz 
mit Ausnahme des Ankersignals. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform gemaft der vorliegenden Erfindung 
kodiert die zur Expression geeignete DNA-Sequenz fur die vollstandige Aminosaure- 
sequenz mit Ausnahme des Ankersignals und des Signaipeptids. Diese Ausfuhrungs- 
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form von gp190/MSP1 kann dadurch gekennzeichnet sein. dali sie am N-Terminus 
1 1 zusatzliche Aminosauren. davon 6 Histidine, enthalt. 

Besonders bevorzugt enthalt die zur Expression geeignete DNA-Sequenz keine er- 
kennbaren "splice-donor und "splice-acceptor-Signale. und sie ist vorzugsweise 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie keine grofteren GC-reichen Sequenzen enthalt. die 
stabile Haarnadelstrukturen auf R NA-Ebene bewirken konnten. 

Vorzugsweise sollten Erkennungssignale fur Restriktionsenzyme, welche Sequenzen 
von sechs und mehr Basenpaaren erkennen, vermieden werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung werden spezifische, d.h. nur einmal im Gen vor- 
kommende Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen in Regionen eingefuhrt, wel- 
che die nach der Prozessierung des Proteins entstehenden Domanen trennen. 

Besonders bevorzugt sollten an beiden Enden des Gens Sequenzen fur Restriktion- 
sendonukleasen vorhanden sein, die im Gen nicht vorkommen. 

Weiterhin werden durch die Erfindung Wirtsorganismen zur Verfugung gestellt, die 
die vollstandige Sequenz des gpl 90/MSP-1 Oberflachenprotems enthalten. 

Solche Wirtsorganismen sind vorzugsweise E. colt, besonders bevorzugt der Stamm 
DH5alpha21 . HeLA-Zellen, CHO-Zellen, Toxoplasma gondii oder Leishmania. Die 
HeLa-Zellen und CHO-Zellen sollten vorzugsweise konstitutiv tTA synthetisieren. 

Schlieftlich stellt die vorliegende Erfindung eine Mdglichkeit zur Verfugung. ein nach 
dem rekombinanten Herstellungsverfahren erzeugtes gp190/MSP1-Oberflachenpro- 
tein oder Teile desselben zur aktiven Immunisierung gegen Malaria zu verwenden. 

Das hier vorgestellte Syntheseschema erlaubt auch das zweite Allel des 
gp190/MSP1-Gens herzustellen. Damit wird dem Dimorphismus des Proteins Rech- 
nung getragen. Die Hauptvariabilitat des Proteins beruht jedoch auf den Sequenzen 
von zwei relativ kurzen Blbcken (Block II und IV, Ref. 1). die oligomorph sind. Die vor- 
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liegenden Sequenzdaten ermoglichen es, dafi mit 6-8 Sequenzkombinationen dieser 
BlOcke uber 95% aller bekannten gp190/MSP1-Sequenzen abgedeckt werden kdn- 
nen. Die Synthese dieser Sequenzvarianten laflt sich problemlos anhand der hier 
vorgesteliten Strategien verwirklichen, so dafi Varianten sowohl in das K1 als auch in 
das MAD20-AIIel eingebaut werden konnen. Impfstoffe aus den hierdurch entstehen- 
den Sequenzfamilien konnen ggf. gegen ein breites Spektrum von Parasiten mit 
gp190/MSP1 -Varianten Schutz verleihen. 

Die Herstellung von verschiedenen Impfstofftypen ist mdglich: 

- Auf der Ebene von Proteinpraparaten. wobei jeweils Mischungen der zwei Familien 
(K1-Typ, MAD20-Typ mit verschiedenen Varianten der Blocke II und IV) zur Anwen- 
dung kommen konnen. Verschiedene Trager bzw. Adjuvans-Materialien k6nnen 
zum Einsatz kommen: Aluminiumoxid, Liposomen, Iscoms QSz1 etc. 

- Auf der Ebene der Lebendimpfstoffe: (a) virale Trager, insbesondere Vakzinia und 
Adenoviren; (b) Parasiten als Trager, insbesonder avirulente Formen von Leishma- 
nia und Toxoplasma; (c) bakterielle Trager, z.B. Salmonella 

- Auf der Ebene der Nukleinsauren, wobei bspw. fur die Gentherapie geeignete Vek- 
toren als Vehikel zum Einbringen der Gene in den Wirt verwendet werden; weiterhin 
ist das Einbringen von Ribonukleinsauren, welche das gewunschte Protein kodie- 
ren, denkbar. 

Eine weitere Mbglichkeit der Impfung besteht in der Verwendung eines gema(i dem 
erfindungsgemafcen rekombinanten Herstellungsverfahren erzeugten gp190/MSP1- 
Proteins zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern, die dann ihrerseits zur pas- 
siven Immunisierung gegen Malaria verwendet werden. 

Ebenso wird eine Verwendung der gemafi dem rekombinanten Herstellungsverfah- 
ren in einem Zwischenschritt entstandenen, dem Protein zugrunde liegenden DNA- 
Sequenz zur Herstellung einer Vakzine auf Nukleinsaurebasis ermoghcht. 
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Schliefilich betrifft die Erfindung auch ein Verfahren zur Stabilisierung von Gen- 
Sequenzen, insbesondere von Sequenzen. die keine ausreichende Stabilitat in Ex- 
pressionssystemen zeigen. 

Diese Stabilisierung wird erfindungsgemafJ dadurch erreicht, daB der AT-Gehalt der 
Sequenz verringert wird. 

Weiterhin wird durch die Erfindung ein stabilisiertes Gen zur Verfugung gestellt das 
sich dadurch auszeichnet. daft es einen geringeren AT-Gehalt aufweist. Ein Be'ispiel 
fur e,n solches, stabilisiertes Gen ist das Gen fur das g P 190/MSP1-Oberflachen- 
protein gemafj der vorliegenden Erfindung. 

Im folgenden soil die Erfindung anhand der Abbildungen und Tabellen sowie einiger 
Beispiele in einzelnen Ausfuhrungsformen beschrieben werden. 

Oabei zeigt: 

Abb. 1: Schematische Darstellung des gp190/MSP1 Vorlauferproteins aus P. falci- 
parum (FCB-1). 

Abb. 2: Zwei mit nativem gp190/MSP1 aus P. falciparum (FCB-1) an Aotus-Affen 
durchgefuhrte Impfversuche. 

Abb. 2A: mit 3 x 60 Mikrogramm gp190/MSP1 

Abb. 2B: mit 3 x 40 Mikrogramm gp190/MSP1 

Abb. 3A: Strategie der Synthese des gp190/MSP1-Gens 

Abb. 3B: Prinzip der PCR-gestutzten Total-Synthese 

Abb. 3C: Totalsequenz des gp190 s 

Abb. 3D: N- und C-Terminus der gp190 sl -Variante 

Abb. 4A: Expressionsvektor pDS56 mit gp190 S2 -Sequenz 
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Abb. 4B: Gelelektrophorese von gp190 . 

Abb. 5A: Expressionsvektor pBi-5 mit gp190 s '-Sequenz 

Abb. 5B. Immunfluoreszenz von HeLa-Zellen 

Abb. 5C: Elektrophoretische Charakterisierung von aus HeLa-Zellen aufgereinigtem 
gpl90 s1 

Abb. 6A. Expressionsvektor ppT 190 mit gp190-Sequenz 

Abb. 6B: Immunfluoreszenz der Expression von gp190 s in T. gondii 

Abb. 6C: Polyacrylamid-Gelelektrophorese von gp190 aus T. gondii 

Bei dem in Abb. 1 schematisch dargestellten gp190/MSP1-Vorlauferprotein aus P. 
falciparum (FCB-1) reprasentieren die dunklen Blocke Regionen, die in alien Stam- 
men hochkonserviert vorliegen. Die schraffierten Blocke zeigen die dimorphen Berei- 
che, welche im Fade des FCB-1 Isolates dem K1-Allel entstammen 01 und 02 zei- 
gen die oligomorphen Bereiche S bezeichnet die Signalpeptidsequenz, welche 19 
Aminosauren umfaftt. GA. die C-terminale Region, welche das Signal fur die GPI- 
Verankerung des Proteins in der Membran enthfllt. Die Pfeile deuten die Prozessie- 
rungsstellen an, durch die Proteine p53. p31 , p36, p30 und p19 entstehen. Das 
gp190-Gen kodiert insgesamt 1639 Aminosauren 

Die weiteren Abbildungen werden im Zusammenhang mit den folgenden Beispielen 
ausfCihrlicher eriautert. 

BEISPIELE 

Beisoiel 1: Totalsvnthese einer das op19 0/MSP1 kodierenden DNA-Sequenz (siehe 
hierzu Abb. 3) 

A. Strateaie der Svnthese des ao1907MS Pl-Gens (qp190 s ) (siehe Abb. 3A). 

Die Sequenz wurde aufgeteilt in Fragemente, die den Hauptprozessierungsprodukten 
entsprachen: p83. p31, p36, p30 und p19. In den Ubergangsregionen wurden Spalt- 
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stelien fur Restriktionsendonukleasen (Pfeile in Abb. 3) so eingeplant dad die Ami 
nosauresequenz nicht verandert wurde. Alle hier aufgefuhrten Schnittstellen kommen 

in der Sequenz nur einmal vor. 

Die Fragmente wurden uberlappend synthetisiert. so daft die Schnittstellen an den 
jewe.ligen Enden die Verknupfung zu den benachbarten Fragmenten durch Ligierung 
mc-gl.ch machten. Alle Einzelfragmente enthielten zusatzlich an ihrem S'-Ende eine 
BamHI-Schnittstelle zur Insertion in Expressionsvektoren Uber Mlul und Clal konnte 

d. e Gesamtsequenz klon.ert werden. Das hier gezeigte Schema fuhrt zunachst zu 

e. ner Sequenz, welche den GPI-Anker nicht ausbilden kann, da C-terminal 18 Ami- 
nosauren fehlen. Die Synthese emes entsprechenden Oligonukleotids. sowie eines 
uber die Sphl-Schnittstelle sich erstreckenden "Primers" fuhrt nach PGR zu dem 
Fragment GA. das uber Sphl und Clal emgesetzt werden konnte, die resultierende 
Totalsequenz war gpl90 s . Zur Entfernung der das Signa.peptid kodierenden Se- 
quenz wurden "PCR-Primer" hergeste.lt, uber die das Fragment AS synthetisiert wur- 
de. Es erlaubt, uber e.ne BamHI und eine Hindlll-Schnittstelle den N-Terminus so zu 
verandern, daft das Prote.n mit Ammosaure Nr. 20 begann. Die Kernsequenz welche 
das gp190/MSPl ohne Signalsequenz und ohne GPI-Anker-S.gnal kodiert. wurde mit 
gp 190 bezeichnet. Deletion des GPI-Ankersignals allein fuhrte zu gpl90 s \ 

B. Prinzip der PCR-aesto ^ ten Totalsvnthese fsiehe Ahh 3R) 

Oligodesoxynukleotide von etwa 120 Nukleotiden Lange wurden abwechselnd vom 
kod.erenden bzw. nichtkodierenden Strang so synthetisiert. daft sie jewei.s etwa 20 
Basen mit dem benachbarten Fragement uberlappten. Das Schema zeigt beispielhaft 
d.e Synthese eines ca. 800 bp langen Fragments aus Oligonukleotiden. In der ersten 
Stufe wurden in 4 Reaktionsgefaften jeweils 2 Oligonukleotide "asymmetrisch" ampli- 
fier! Es entstanden 4 etwa 220 bp lange DNA-Populationen. die vorwiegend aus 
Emzelstrangen bestanden (A, B, C. D). Vereinigung von A und B sowie von C und D 
und Amplication uber 5 Zyklen fuhrte zu 2 etwa 400 bp langen doppelstrangigen 
Produkten. Asymmetrische Amplication dieser DNA-Fragmente (Stufe III) ergab Ein- 
zelstrangpopulationen. welche nach Vereinigung und Amplication (Stufe IV) nach 
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10 Zyklen das Endprodukt G von ca. 800 bp Lange ergaben. Diese Synthese war 
ohne Isolierung der Zwischenprodukte und ohne Puffer Oder Enzymerneuerung 
durchfuhrbar. und war nach 3 Stunden beendet. Das Endprodukt wurde elektropho- 
retisch gereinigt. mit den geeigneten Restriktionsendonukleasen nachgeschnitten 
und im pBluescript (Stratagene), in dessen Polylinker eine Mlul und eine Clal- 
Schnittstelle eingesetzt worden waren, in E. coli kloniert. 

C. Totalseauenz des gp190 s (siehe Abb. 3C) 

Nach Fusion aller Teilsequenzen (Abb. 3A) in pBluescript wurde die Sequenz des 
Gens mit der Dideoxymethode verifiziert. Das Leseraster des gp190 s hatte eine Lan- 
ge von 4917 bp (+2 Stopcodons) und kodierte eine Aminosauresequenz, welche der 
des gp190/MSP1 aus FCB-1 entspricht (1639 Aminosauren). 

D. N- und C-Terminus der qp190 s ' -Variante ( siehe Abb. 3D) 

Die N-terminale Sequenz, begmnend mit der BamHI-Schnittstelle, zeigte den Uber- 
gang bei Aminosaure 20, von der angenommen wird, daft sie nach Abspaltung des 
Signalpeptids den N-Terminus definiert. Am C-Terminus war die kodierte Sequenz 
bei Aminosaure 1621 zu Ende. Den Stopcodons folgte die Clal-Schnittstelle. 

Beispiel 2: Expression des qp190 S2 in £ coli 

A. Expressionsvektor (siehe Abb. 4A) 

Die gp190 S2 -Sequenz wurde uber die BamHI- und Clal-Schnittstellen in pDS56RBSII 
eingesetzt. Dadurch wurden 6 Histidine sowie einige aus dem Vektor stammenden 
Aminosauren an den N-Terminus fusioniert; dies ergibt folgende N-terminale Se- 
quenz des Leserasters; Met Arg Gly Ser (His) 6 Gly Ser. Durch den Promotor P N25 i.co.i 
stand die Transkription unter lacR/O/IPTG-Kontrolle. 

B. Expression und Aufreiniauno von qp190 S2 (siehe Abb. 4D) 

Eine Uberfuhrung des Vektors pDS56RBSIIgp190 S2 in E. coli DH5aZ1 und Induktion 
der Synthese durch IPTG ergab nach elektrophoretischer Auftrennung des Protein- 
Totalextraktes der Kultur eine deutlich sichtbare Bande in der erwarteten Grolie 
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(Pfe,l). D,e Aufreinigung des Materials durch IMAC und Affinitatschromatographie 
(Antikorpersaule mit mAK5.2) fuhrte zu einem homogenen Produkt von etwa 190 kD 
In der Abb. bedeuten M= Molekulargewichtsstandards; 1= E. co//Proteine vor 2- 
nach induktion mit IPTG fur 2 Stunden. 3.4,5 = Fraktionen aus der E.ution der mAK- 
S3ule. 

Betspiel 3: Tetrazyklin-kontrollierte Expression .on ^ ons. jn He| _ a , unfi run 
Zellen und Isolation dps Pm duktes (siPhP auch Abb 5) h 7 w ^ } 

A, Die g P 1 90-Sequenz wurde in den Expressionsvektor pBi-5 uber die BamHI/Clal- 
Schnittstellen eingesetzt. Dam.t stand die Transition des Gens unter Kontrolle ei- 
nes bidirektionalen "tTA-respon Sl ve"-Promotors und konnte uber Tc reguliert werden 
Der b.direktionale Promotor initiierte gleichzeitig die Transkription des Indikatorgens 
Lucferase. Damit lied sich die Regulation der Expression leicht verfolgen (siehe auch 
Abb. 5A). 

B. Immunfluoreszenz von HftLa-Zellen w *lr.h e Luciferasp nnrt ^ on^j^ 
kontrolliert exprimiemn 

In HtTA93-9-Zellen, welche die bidirektionale Transkriptionseinheit von (A) enthalten 
wurde mit Antikorpern die Produktion von Luciferase (links), gpigo 51 (Mitte) in Abwe- 
senheit von Tc nachgew.esen Nach Zugabe von Tc zeigte sich keine nennenswerte 
Synthese von gp190 s1 . (wie dargestellt in Abb 5B, rechts). 

C Elektrophoretische CharkatPrisieruno vnn HeLa^iiPn x,,^^.^ 
0P190 S1 

Hela-Zellklon HITA93-9 sowie CHO-Zellklon CH027-29 wurden mit Oder ohne Tc 
kultiviert. Durch Elektrophorese aufgetrennte Zellextrakte wurden mittels "Western 
blot" mit mAK5.2 analysiert (Abb. 5C); links zeigt eine Analyse der CHO-, rechts der 
HeLa-Zellinie. (1) = Kulturohne, (2) = KulturmitTc, (3) = nicht transfizierte HtTA-1 - 
Zellinie, Molekulargewichtsstandards sind jeweils links angedeutet. 

P. Aufreinigung von in Hela-Zellklon HtTA 9 3-9 svnthetisiertem aolQn 51 
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Die praparative Aufzucht der HtTA-93-9-Linie und Induktion der Expression von der 
gp190 sl durch Tc-Entzug erlaubte die Isolierung des Genproduktes uber Affinitat- 
schromatographie (mAK5.2-Sau!e). 

Das Coomassie gefarbte Poiyacrylamid-Gel (Abb. 6C) zeigte nach Elektrophorese 
ein Produkt, das aus gp190 s1 sowie einem weiteren Protein von ca 50 kD bestand. 
Letzteres war kein Derivat von gp190 s \ stammte also aus HeLA-Zellen. Seine geziel- 
te Abtrennung sollte jedoch keine prinzipielle Schwierigkeit darstetlen. 

Beispiel 4: Expression von qp1 90 s in Toxoplasma gondii und Aufreiniounq des Pro- 
duktes (siehe hierzu auch Abb. 6). 

A. Die gp190 s -Sequenz wurde uber Mlul/Pstl in den Vektor ppT eingesetzt. Damit 
wurde das Gen unter die Kontrolle des Tubulin-Promotors (Pt u t>-i) von T. gondii ge- 
bracht. Die 3' nicht-translatierte Region (VTR) stammte von dem Hauptoberflachen- 
protein von T. gondii (SAG-1) ab. 

B. Expression von qp190 s in T. gondii. 

Transfektion von T. gondii mit pTT190 fuhrte zur Isolierung von Parasitenlinien, die 
konstitutiv gp190 s exprimierten. Die Immunfluoreszenz mitmAK5.2 (mittleres Bild) 
zeigte nicht nur die Expression des Gens, sondern legte auch die Verankerung des 
Expressionsproduktes an der Oberflache des Parasiten nahe, da es, wie SAG-1, das 
gleiche Immunfluoreszenz-Muster erzeugte (rechter Teil der Abb. 6B); links in Abb. 
6B ist eine Phasenkontrastaufnahme des mittleren Bildes dargestellt. 

C. Isolierung von qp190 s aus T. gondii. 

Aus prSparativen Mengen von T. gondii (5x1 0 9 Parasiten) wurde gp190 s mittels Affini- 
tatschromatographie (mAK5.2-Saule) aufgereinigt. Das hochreine Protein besafi das 
erwartete Molekulargewicht, wie das Coomassie-gefarbte Polyacrylamid-Gel nach 
Elektrophorese zeigte (2-3 aus Abb. 6C). Bei Nr. (1) Abb. 6C ist gereinigtes gp190 s1 
aus CHO-2ellen dargestellt mit Molekulargewichtsmarkierung an der linken Seite. 

Beispiel 5: Charakterisierunq des gp190 s mit monoklonalen Antikbrpern. 
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Die Wechselwirkung von 16 monoklonalen Antikorpern mit gp190 s aus den verschie- 
denen heterologen Expressionssystemen wurde durch Immunfluoreszenz (l FA) an P. 
falciparum und T. gondii bzw. durch "Western blot" an den aufgereinigten Proteinen 
uberpruft. Vollige Ubereinstimmung wurde gefunden, wenn die beiden Parasiten 
verglichen wurden (Zahl der + deutet die relative Intensitat der Fluoreszenz an). Im 
Western blot reagieren12mAK's mit gp190 s aus E. coli und T. gondii. Im Gegensatz 
dazu binden 3 Antikorper nicht an das aus CHO-Zellen isolierte Material. Antikdrper 
15 und 16, die Epitope aus dem oligomorphen bzw. dem aiternativen Allel (MAD20) 
erkennen, reagieren nicht. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefaflt, wobei ND 
= nicht durchgefuhrt bedeutet. 

Beispiel 6; Expression des qd19Q s in heterolooen Svstemen 
1 . Expression in E. coli 

Das g P 190 S2 wurde in den Expressionsvektor, pDS56, RBSM eingesetzt, wo es unter 
Kontrolle des P N 25i 3 co-,-Promotors stand, der uber das lac Operator/Repressor/IPTG- 
System regulierbar ist (Abb. 4A) Die Uberfiihrung des Plasmids in Repressor- 
produzierende E. co//-2ellen, z B E. coli DH5a2l erlaubt es. das gp190 S2 unter IPTG- 
Kontrolle zu exprimieren. Das Produkt war aus dem Rohextrakt mittels einer Nickel- 
Chelatsaule uber die durch den Vektor emgebrachte N-terminale (His) 6 -Sequenz iso- 
lierbar. Eine anschlieliende Affinitatschromatographie an einer Antikorpersaule fuhrte 
zu einem hochreinen Praparat. Da der verwendete monoklonale Antikorper (mAk5.2) 
ein konformationelles Epitop im C-terminalen Bereich erkannte, wird durch diese 2- 
Stufenreinigung auf intaktes Protein voller Lange, mit korrekter Faltung zumindest am 
C-Terminus, selektioniert (Abb. 4B). 

Das Endprodukt besitzt, im Gegensatz zu dem naturlichen Material, am N-Terminus 
11 zusatzliche Aminosauren. davon 6 Histidine. Es enthalt keine N-terminale Signal- 
und auch keine C-terminale Anker-Sequenz. Die P. falciparum-spezMsche Sequenz 
beginnt mit Aminosaure 20 und endet mit Aminosaure 1621. 

2. Kontrollierte Expression des gp190 s1 in HeLa- und CHO-Zellknlttirpn 
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Das gp190 s1 wurde in den Vektor pBi-5 eingesetzt und damit unter KontroIIe eines 
durch Tetrazyklin (Tc) regulierbaren Promoters gestellt. Das Tc-kontrollierte System 
wurde aus 2 Grunden gewahlt: 

- Es gehort zu den Expressionssystemen, mit denen hochste Ausbeuten in Sauger- 
zellen erreicht werden. 

- Nicht-sekretierte Fremdproteine in hoher Konzentration konnen mit dem Metabolis- 
mus der Zellen in negativer Weise interferieren. Die Synthese des gewunschten 
Produktes wird daher erst nach Aufwachsen der Kultur initiiert. 

In dem Konstrukt pBi5-gp190 s1 wurde ein bidirektionaler Promotor durch Tc-kon- 
trollierten Transkriptionsaktivator (tTA) aktivierl und intitiierte die Transkription sowohl 
des gp190 s1 als auch des Luziferase-lndikatorgens. In Anwesenheit von Tc ist der ■ 
Promotor inaktiv. Die Transkriptionseinheit wurde sowohl in HeLa als auch in CHO- 
Zellen, welche beide konstitutiv tTA synthetisieren (HtTA-1-Linie (Gossen, M. and 
Bujard, H. (1992), Tight control of gene expression in mammalian cells by tetracycli- 
ne-responsive promoters. Proc. Natl Acad. Sci. USA 89, 5547-5551); CHO-tTA-Linie, 
unveroffentlicht), uberfuhrt Durch Kotransfektion (Ca 2 *-Phosphat-Methode) mit ei- 
nem Hygromycin-Resistenz-vermittelnden Markergen wurde auf erfolgreiche chromo- 
somale Integration selektioniert. Hygromycin-resistente Klone wurden dann auf Re- 
gulierbarkeit der Expression > Tc untersucht, indem die Luziferaseaktivitat als Indika- 
tor genutzt wurde. In gut regulierbaren Klonen (Regulationsfaktor < Tc 1000) wurde 
die gp190 Synthese gepruft. Immunfluoreszenz-Analyse (Abb. 5B) sowie Untersu- 
chungen uber "Western blot" (Abb. 5C) erlaubten, von beiden Zelltypen Klone zu 
identifizieren, welche gp190 unter streng regulierbaren Bedingungen synthetisieren. 
Von 20 Klonen wurde jeweils der bestregulierbare subkloniert Die Subklone HtTA93- 
9 sowie CH027-29 wurden fur Kulturen im 10 I Maflstab verwendet. Aus Zellextrakten 
dieser Kulturen liefS sich intaktes gp190 s1 mittels Affinitatschromatographie (mAk5.2) 
isolieren. Das Material ist homogen bis auf eine einzige zelluiare Komponente, die 
nicht von gp190 s1 abstammt und die etwa 25% des Praparats ausmacht (Abb. 6C). 
Sie mulite in einem weiteren Reinigungsschritt entfernt werden. 

3. Expression des qp190 s in Toxoplasma oondii . 
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Toxoplasma gondii gehort wie P. falciparum zu den Apicomplexa und hat daher 
wahrscheinlich ein dem P. falciparum ahnliches Protein-Modifikationssystem T 
gondii mat sich mit Fremd-DNA transfizieren. die effizient in das Genom integriert 
wird, aulierdem la/it sich T. gondii problemlos in Zellkultur vermehren Um ein mdg- 
lichst natives g P 190-Produkt zu erhalten. wurde g P 190 S2 so exprimiert, dali das Pro- 
tein sekretiert und auf der Oberflache des Parasiten, wie bei P. falciparum, uber ein 
GPI-Motiv in der Membran verankert wird. Dazu wurde das gp190 S2 (Abb. 3A) in das 
Plasmid ppTMCS (D. Soldati, unverdffentlicht) eingesetzt (Abb. 6A) und damit unter 
Kontrolle des T. gondii-Tubulin Promotors gestellt. 

Dieses Expressionskonstrukt wurde in T. gondii transfiziert. Selektion mit Chloram- 
phenicol fuhrte zu resistenten Klonen, die g P 190 synthetisieren. wie durch Immunfluo- 
reszenz nachgewiesen wurde (Abb. 6B). Die Immunfluoreszenz mit anti-gpl90- 
Antikdrpern war nicht unterscheidbar von einer entsprechenden Anfarbung der Pa- 
rasiten mittels Antikdrper gegen SAG1 , dem Hauptoberflachenprotein von T. gondii. 
Es ist daher davon auszugehen, daft gp i90 an der Oberflache von T. gondii veran- 
kert ist. Mehrere T. gondi.-Klone (Nr. 3.1 bis 3.4) wurden charakterisiert und fur die 
Produktion von gpl90 aufbewahrt. Aus in praparativem Maflstab aufgewachsenen T 
gondii-Kulturen (Klon 3.4) wurde gpl90 mittels Affimtatschromatographie (mAK5.2.- 
Saule) isoliert. Analyse im elektnschen Feld zeigte em homogenes Produkt mit einer 
Wanderungsgeschwindigkeit. die auf das intakte Protein schliefien laftt (Abb 6C). 

Beispiet 7: Charakterisierunn von g D 190 Pro tein aus versr.hiedenen Expression*. 
svstemen mittels mo noklonaler Antikoroer 

Ein Satz gp1 90-spezifischer monoklonaler Antikdrper. von denen mehrere konforma- 
tionelle Epitope erkennen, wurde dazu benutzt, uber Immunfluoreszenz die Reaktivi- 
tat der Antikdrper mit P falciparum- bzw. T gondii-Parasiten zu vergleichen. Tabelle 1 
zeigt, daft die Reaktivitat der 16 Antikdrper fur beide Parasiten gleich ist. Dies ist ein 
starker Hinweis darauf. dall in T. gondii weitestgehend "natives" gp190 produziert 
wird. Der Vergleich der Reaktivitat der Antikdrper mit Protein aus E. coli. HeLa- bzw. 
CHO-Zellen sowie T. gondii zeigt ebenfalls, dafl die meisten Antikdrper mit den 4 
Praparaten reagieren. Insbesondere wird das aus E. coli isolierte Protein von mehr 
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Antikorpern erkannt als das Produkt aus Saugerzellen. Dies ist wahrscheinlich eine 
Konsequenz der Glykosylierung in Saugerzellen. 

Beispiel 8: Immunsierunq von Aotus lemurinus griseimembra-Affen 
mit qp190/MSP1 aus P. falciparum (FCB-11 

Zwei unabhangige Immunsierungsexperimente (A, B) wurden durchgefuhrt. Dazu 
wurde aus jeweils ca. 2 x 10 11 Parasiten unter schonenden Bedingungen einmal 1,0 
mg (A) und einmal 0,6 mg hochreines gp190/MSP1 isoliert. 

Das Protein wurde zusammen mit Freund'schem Adjuvans (FCA) verabreicht. Die 
Kontrollgruppe erhielt lediglich FCA. Es wurde dreimal im Abstand von 4 Wochen mit 
gleicher Menge an Protein bzw mit Adjuvans immunisiert. Zwei Wochen nach der 
letzten Immunisierung wurden die Tiere mit jeweils 10 5 Parasiten (FVO-Stamm) aus 
einem Donor-Tier infiziert. Die Parasitamie wurde taglich gemessen. Die Ergebnisse 
sind in Abb. 2 zusammengefafJt. Dabei bedeutet 

T: daf* die Tiere mit Resochin behandelt wurden 

D: ein verstorbenes Tier 

Abb. 2A.: die Individuen der geimpften Gruppe erhielten je 3 x 60 Mikrogramm 
gp190/MSP1 

Abb. 2B: die Individuen der geimpften Gruppe erhielten je 3 x 40 Mikrogramm 
gp190/MSP1 

Wahrend in den Kontrollgruppen nur 1/11 Tiere keine Parasitamie entwickelten, wa- 
reri es in der geimpften Gruppe 6/10. Die vier Tiere aus der geimpften Gruppe, die 
eine hohe Parasitamie entwickelten, taten dies - im Vergleich zur Kontrollgruppe - mit 
einer durchschnittlichen Verzbgerung von vier Tagen (Uberschreiten der 2%-Grenze 
der Parasitamie). 

Diese Experimente zeigten erstmals einen hochsignifikanten Schutz gegen Infektion 
mit P. falciparum durch gp190/MSP1 im Affenmodell. Das erfindungsgemSfJe Verfah- 
ren erlaubt es somit erstmalig, einen wirksamen Impfstoff gegen die Malaria anzuge- 
ben. 
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Patentanspruche 

1. Herstellungsverfahren fur das voilstandige gp190/MSP1 -Protein von Plasmodium, 
insbesondere Plasmodium falciparum, dadurch gekennzeichnet, dafi das voilstandi- 
ge Gen fur gp190/MSP1 in einem geeigneten System, vorzugsweise einem Wirtsor- 
ganismus, exprimiert wird. 

2. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dafi der Synthese der dem Protein zugrunde liegenden DNA-Sequenz die DNA- 
Sequenz des P. falciparum-Siammes FCB-1 zugrunde gelegt wird. 

3. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemafi Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, dafi der AT-Gehalt der exprimierten DNA-Sequenz gegenuber der naturlich vor- 
kommenden Sequenz reduziert wurde, vorzugsweise von 74% auf 55%. 

4. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemafi einem oder mehreren der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi das dem erzeugten Protein zugrunde liegende 
Gen fur die voile Aminosauresequenz einschliefilich Signalpeptid und Ankersignal 
kodiert. 

5. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemaft einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, dad das dem erzeugten Protein zugrunde liegende 
Gen fur die voile Aminosauresequenz mit Ausnahme des Ankersignals kodiert. 

6. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemari einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi das dem erzeugten Protein zugrunde liegende 
Gen fur die voile Aminosauresequenz mit Ausnahme des Ankersignals und des Sig- 
nalpeptides kodiert. 

7. Rekombinantes Herstellungsverfahren gemafi einem oder mehreren der Anspruche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi es folgende Schritte umfaftt: 
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(a) Entwurf der zu synthetisierenden DNA-Sequenz aus P. falciparum FCB-1, wobei 
eine DNA-Sequenz mit den im menschlichen Genom ublichen Codon-Haufigkeiten 
unter Erhait der Aminosauresequenz des FCB-1 Proteins hergestellt werden sollte. 

(b) Einteilung der entworfenen Sequenz in uberlappende Regionen, vorzugsweise in 
Regionen p83, p31, p36. gp30 und gp19, 

(c) Synthese von Desoxyoligonukleotiden. die jeweils mindestens die gesamte Lange 
einer Region abdecken, 

(d) Synthese der kodierenden Regionen fur gp19, g P 30. p36 und p31 durch PCR und 
Synthese der kodierenden Region fur p83 durch Fusion aus zwei etwa 1200bp 
umfassenden Sequenzen. 

(e) einzelne Klonierung der kodierenden Sequenzen 

(f) Fusion des gesamten Gens und 

(g) Expression in einem geeigneten Expressionssystem. 

8. Rekomb.nantes Herstellungsverfahren nach Anspruch 7. dadurch gekennzefchnet, 
dali die in Schhtt (c) synthetisierten Desoxyoligonukleotide durchschnittlich 120 Nu- 
kleotide lang sind und die benachbarten Sequenzen jeweils urn ca 20 Basen uber^ 
lappen. 

9. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem Oder mehreren der Anspriiche 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet. dafi als Expressionsvektor dPS56, RBSII verwen- 
det wird. 

10. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem Oder mehreren der Anspriiche 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi als Expressionsvektor pBi-5 verwendet wird. 

1 1 . Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem Oder mehreren der Anspriiche 1 
bis 8. dadurch gekennzeichnet, dafi als Expressionsvektor ppTMCS vewendet 
wird. 
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12. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 1 1. dadurch gekennzeichnet. daft die dem Protein zugrunde liegende DNA- 
Sequenz in E. coli exprimiert wird. 

13. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 
net, dafi der verwendete £. co//-Stamm der Repressor-produzierende Stamm E. coli 
DH5alphaZ1 ist. 

14. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 11, dadurch gekennzeichnet, dafi die dem Protein zugrunde liegende DNA- 
Sequenz in HeLa-Zellen exprimiert wird. 

15. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Ansprtiche 1 
bis 1 1. dadurch gekennzeichnet, dafi die dem Protein zugrunde liegende DNA- 
Sequenz in CHO-Zellen exprimiert wird. 

16. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 
bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dafi die dem Protein zugrunde liegende DNA- 
Sequenz in Toxoplasma gondii Oder Leishmania exprimiert wird. 

17. Vollstandige. zur Expression geeignete DNA-Sequenz des gp190/MSP1-Ober- 
flachenproteins von Plasmodium, insbesondere P falciparum, vorzugsweise erhait- 
lich durch das rekombinante Herstellungsverfahren gemafi einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 16. 

18. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemafi Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi sie nicht fur das Ankersignal kodiert. 

19. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemafi Anspruch 18. dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi sie weder fur das Ankersignal noch fur das Signalpeptid kodiert. 
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20. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemali Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl sie eine Sequenz fur am N-Terminus vorliegende 1 1 zusatzliche Ami- 
nosSuren, davon 6 Histidine, umfaftt. 

21. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemafi einem Oder mehreren der Anspru- 
che 17 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dafl die Sequenz keine erkennbaren 
"splice donor- und "splice acceptor"-Signale enthait. 

22. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemafi einem Oder mehreren der Anspru- 
che 17 bis 21, dadurch gekennzeichnet. daft die Sequenz keine grofteren GC- 
reichen Sequenzen enthait 

23. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemafi einem oder mehreren der Anspru- 
che 17 bis 22. dadurch gekennzeichnet. dafl die Sequenz keine Erkennungssigna- 
le fiir Restriktionsenzyme, welche Sequenzen von sechs oder mehr Basenpaaren 
erkennen, enthait. 

24. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemafi einem oder mehreren der Anspru- 
che 17 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dafl die Sequenz fur Erkennungssignale 
bestimmter Restriktionsnukleasen in Regionen, die die nach der Prozessierung des 
Proteins entstehenden Domanen trennen, einmal vorkommende Schnittstellen fur 
Restriktionsendonukleasen enthait. 

25. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemafi einem oder mehreren der Ansprii- 
che 17 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dafl die Sequenz an ihren beiden Enden 
Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen aufweist. die in der ubrigen Sequenz 
und in einem zu verwendenden Vektor nicht vorkommen. 

26. Wirtsorganismus, der die vollstandige Nukleinsauresequenz fur das gp190/MSP1- 
Oberflachenprotein und/oder das vollstandige Protein enthait. 

27. Wirtsorganismus gemafi Anspruch 26. dadurch gekennzeichnet, daft der Wirtsor- 
ganismus E. coli ist. 
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28. Wirtsorganismus gemafi Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dafi der E. coli- 
Stamm der Repressor-produzierende E. co//-Stamm DH5alphaZ1 ist 

29. Wirtsorganismus gemafi Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi der Wirtsor- 
ganismus HeLa-Zellen sind. 

30. Wirtsorganismus gemafi Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi der Wirtsor- 
ganismus CHO-Zellen sind. 

31. Wirtsorganismus gemafi Anspruch 29 Oder 30, dadurch gekennzeichnet, dali die. 
Wirtszellen konstitutiv tTA synthetisieren. 

32. Wirtsorganismus gemafi Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi der Wirtsor- 
ganimsus Toxoplasma gondii, Leishmania, Baculoviren, Adenoviren Oder Hefen vor- 
gesehen sind. 

33. Verwendung eines gemafi einem der Anspriiche 1 bis 16 hergestellten 
gp190/MSP1 -Proteins zur aktiven Immunisterung gegen Malaria. 

34. Verwendung eines gemafi einem der Anspruche 1 bi 16 hergestelten gp190/MSP1- 
Proteins zur Herstellung von monoklonalen, zur passiven tmmunisierung geeigneten 
Antikorpern. 

35. Verwendung einer gemafi der Anspruche 1 bis 16 hergestellten DNA-Sequenz zur 
Herstellung einer Vakzine auf Nukleinsaurebasis. 

36. Verfahren zur Stabilisierung von Gen-Sequenzen, dadurch gekennzeichnet, dafi 
der AT-Gehalt der Sequenz verringert wird. 

36. Stabilisiertes Gen, dadurch gekennzeichnet, dafi es einen geringeren AT-Gehalt 
aufweist als das nicht stabilisiere Gen. 
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37. Vektor enthaltend eine DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 17 bis 25 
und/oder 36. 

38. Wirtszelle enthaltend einen Vektor nach Anspruch 37. 

39. tmpfstoff enthaltend ein Protein, hergestellt nach einem Verfahren nach einem der 
Anspruche 1-16 und/oder eine DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 17-25 
und/oder einen Wirt nach einem der Anspruche 26-32 udn/oder einen Vektor nach 
Anspruch 37. 

40. Impfstoff nach Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet, daft er weitere Immunitat her- 
vorrufende Produkte aus Plasmodium, insbesondere P. falciparum, enthalt. 
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(57) Abstract 

The oresent invention relates to a method for producing recombinants intended for use in the complete cell-surface protein gp 190/MSP 'I 

from ^S^^S^^ falciparum. » ™» as the com P lete DNA ^T" ^'^^1^^ the 

™isms suScd for expressing said sequence, whereby the protein concerned can be entirely synthesized outtide the parasite. Also, the 
^^^ ^mSXZ production of above-mentioned protein and its supply as a vaccine. Finally d.sclosed is a process for 
stabilizing genes with high At concentration. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindune betrifft ein rekombinantes Herstellungsverfahren flir das komplette gpl90/MSPl-Oberflachenprotein von Pl^madium 
insbesSder TpScS fa ciparum. sowie die vollstandige DNA-Sequenz dieses Proteins und gee.gnete W.rtsorgan.smen fUr d e 
SS^rSS^woduih da; Protein in seiner Gesamtheit erstmals auBerhalb des Parasiten synthet.s.ert werden konnte. Die 
t^^^^S^L^^MMichktU, das gp.WMSPl-Oberflachenprotein in ausreichender Menge herzustellen- femer >st es 
e^SnstanJ to wff-^gpwSlSl 'a.s Imp'fstoff zur VerfOgung z U stel.en. Sch.ie6.ich gibt die Erfindung e,n Verfahren zur 
Stabilisierung von AT-reichen Genen an. 
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antigenicity of Plasmodium falciparum 
major merozoite surface protein (MSP1(19)) 
variants secreted from Saccharomyces 
cerevi siae. " 
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MYLER P J: "Nucleotide and deduced amino 
acid sequence of the gpl95 (MSA-1) gene 
from Plasmodium falciparum Palo Alto 
PLF-3/B11" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH. , 

vol. 17, no. 13, 1989, OXFORD GB, 

page 5401 XP002057620 
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SIDDIQUI W A ET AL: "Merozoite surface 
coat precursor protein completely protects 
Aotus monkeys against Plasmodium 
falciparum malaria" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA., 

vol. 84, 1987, WASHINGTON US, 

pages 3014-3018, XP002O57621 
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GENTZ R ET AL: "Major surface antigen 
pl90 of Plasmodium falciparum: detection 
of common epitopes present in a variety of 
Plasmodia isolates" 
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pages 225-230, XP002057622 
see figure 1; table 1 



■/-- 



20 



17 



17 



1,12,13, 
17, 

26-28, 
39,40 



33-35, 
39,40 



17-28, 
33,34, 
39,40 



Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 
BNSDOCID: <WO 9S14583A3> 



page 2 of 



3 



2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Intern: >al Application No 

PCT/EP 97/05441 


1 C.(Continuaii 
1 Category 3 


Ziabon of deoument. with indication, where appropnate, or the relevant passages 




X 

X 
X 


PAN W ET AL: "A direct and rapid 
sequencing strategy for the Plasmodium 
falciparum antigen gene gpl90/MSAl. " 
MOL BIOCHEM PARASITOL, JUL 1995, 73 (1-2) 
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1. r*j Claims Nos.. 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority namely 
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reasons : 



2. | | Claims Nos.: 
because they 

an extent that no meaningful international search can be carried ou^ specificaiTy: 



™T^r^ *> ™< —ply w,th the prescribed requirements to such 



□ 



Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Ru.e 6.4(a) 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



See Supplemental Sheet 
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No Potest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



BNSOOCIO: <WO 9814583A3> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 97/05441 



Claims: 1-35, partially 37-40 

DNA sequence coding gpl90/MSP-l Plasmodium surface protein, host organism containing 
said sequence, use of gpl90/MSP-l Plasmodium surface protein or the therefor coding DNA 
for immunization against malaria, vector containing said DNA sequence, vaccine containing 
gpl90/MSP-l Plasmodium surface protein or the therefor coding DNA, method for the 
production of gpl90/MSP-l Plasmodium surface protein 

2.Claims: 36, partially, 37-40 

Method for stabilizing gene sequences by reducing the AT content of the sequences, stabiliz* 
gene, vector containing said gene, vaccine containing said vector. 
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A. KLASSIFIZIERUNG OES AMMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 C12N15/30 C07K14/445 C12N15/62 A61K39/015 
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C. ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffenttichung, aowert erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anapruch Nr. 



WO 94 28930 A (VI ROGENETICS CORP) 
22.Dezember 1994 



siehe Seite 19 - Seite 22; Anspruche 1-33; 
Beispiele 5,29,53,57,63 

EP 0 340 359 A (WELLCOME FOUND) 8. November 
1989 

siehe Abbildung 2; Beispiele 3,4 
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Weitere VerofferTtlichungen aind der Fortaetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe An hang Patentfamilte 



0 Beaondere Kategorien von angegebenen VertJffenflichungen 

*A' Vertiffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik deftniert, 
aber nioht ala beaondere bedeutaam anzuaerten iat 

*E" afteree Dokument, das jedooh erat am oder nach dem intemationalen 
An me ide datum verdffentlicht worden iat 

'L" Veroffentliohung, die geetgnetiat, einen Prioritfitsanspruoh zweifelhaft er- 
soheinen zu i as sen. oder durch die das Veroffenttichungadatum einer 
anderen im Recherohenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen beaonderen Grund angegeben iat (wie 
auagefOhrt) 

'O" Veroffentlichung, die aioh auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Auaatetlung oder andere MaRnahmen bezieht 

'P* Verdffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanapruchten Prioritatadatum verbffentlicht worden ist 



' Spaiere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatadatum veroffenttioht worden ist und mit der 
An me I dung nicht koiltdiert sondern nur zum Veratandnta dea der 
Erfindung zugrundeftegenden Prinztpa oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben iat 

" VerOffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanaprucrtte Erfindung 
kann ailein auf grund dieser Veroffentlichung nieht ala neu oder auf 
erfinderischer Tatigke* beruhend betraohtet werden 

* VerOffentlichung von besonderer Bedeutung, die be anapruch te Erftndung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentliohung mit etner oder mehreren anderen 
VenMfentltchungen dteser Kategorie in Verbindung gebraont wird und 
diese Verbindung for einen Fachmann naheliegend iat 

" Verdffentlichung, die Mrtglied derselben Patentfamilte iat 
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Fax: (+31-70) 340-3016 
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nales Aktenzeichan 
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C4FortseUung) ALS WESEMTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 

KASLOW DC ET AL: "Expression and 
antigenicity of Plasmodium fa ] c1 P^" m MoU 
major merozoite surface protein (MSP1119J ) 
variants secreted from Saccharomyces 
cerevisiae." . . 

MOL BIOCHEM PARASITOL, FEB 1994, 63 (2) 
P283-9, NETHERLANDS, XP000603953 
siehe das ganze Dokument 

HOLDER A A ET AL: "PRIMARY STRUCTURE OF 
THE PRECURSOR TO THE THREE MAJOR SURFACE 
ANTIGENS OF PLASMODIUM FALCIPARUM 
MEROZOITES" 
NATURE, 

Bd. 317, 19. September 1985, 
Seiten 270-273, XP000604859 
siehe Abbildung 2 

MYLER P J - "Nucleotide and deduced amino 
acid sequence of the gpl95 (MSA-1) gene 
from Plasmodium falciparum Palo Alto 
PLF-3/B11" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH., 
Bd. 17, Nr. 13, 1989, OXFORD GB, 
Seite 5401 XP002057620 
siehe das ganze Dokument 

EP 0 154 454 A (WELLCOME FOUND) 
11. September 1985 



siehe das ganze Dokument 

SIDDIQUI W A ET AL: "Merozoite surface 
coat precursor protein completely protects 
Aotus monkeys against Plasmodium 
falciparum malaria" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA., 

Bd. 84, 1987, WASHINGTON US, 

Seiten 3014-3018, XP0O2057621 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe das ganze Dokument 

GENTZ R ET AL: "Major surface antigen 
pl90 of Plasmodium falciparum: detection 
of common epitopes present in a variety of 
Plasmodia isolates" 

EMBO JOURNAL. , nurnn „ ra 

Bd. 7, Nr. 1, 1988, EYNSHAM, OXFORD GB, 
Seiten 225-230, XP002057622 
siehe Abbildung 1; Tabelle 1 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHEN6 UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Vereffentlichung, aowert erforderlioh unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



PAN W ET AL: "A direct and rapid 
sequencing strategy for the Plasmodium 
falciparum antigen gene gpl90/MSAl." 
MOL BIOCHEM PARASITOL, JUL 1995, 73 (1-2) 
P241-4, NETHERLANDS, XP002057623 
siehe Seite 1; Tabelle 1 

EP 0 385 962 A (MONSANTO CO) S.September 
1990 

siehe Abbildungen 2-4; Beispiele 2,3 

EP 0 359 472 A (LUBRIZOL GENETICS INC) 
21.Marz 1990 

siehe Seite 9; Abbildung 1; Tabelle 3 
siehe Seite 22, Zeile 1 - Zeile 33 
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INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 



ntitioniiM Aktanzawnan 

PCT/EP 97/05441 



Feid I Bemanojngen zu den Anapruoherv die eion alt ntcht re^erehierbar erwieean haben (Forteatzung von Punkt 1 auf Blatt 1 1 

GamaB Artikal 1 7 (2) a) wurda aua foiganden Grundan fOr bastimmta AnsprOch* kain flac*Taror»nbaricht arataM: 

1. fXl Aitseruoha Nr. 

1 — 1 w«i Sia awn auf Gaqanatanda baxiahan, zu daran R ao h ar oh a oia Bahorda roorrt varpflichtat at nimlich 

Bemerkung : Obwohl die Anspriiche 33-35 sich auf ein Verfahren zur 
Behandlung des menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefiihrt und gnindete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusanirensetzung. 

2. I I AnaprGoha Nr 

1 1 *mi am aich auf Tail* dar vrtamafjonaian Anmaldung buwrwn. die dan vofgaachxiabanan AnrMarungan ao wantg arrtapraohan, 

dafl etna einnvoila intamationaia Racharcha nicht duiohgafuhrt warden kann, nAfftaoh 



3 I Anaorucha Nr. 

* 5 1 wa« aa aich dabai urn abhangtga AnaorOoha handelt, <£• reoht antapraohand SaU 2 und 3 dar Ragai 6.4 a) abgefaflt aind. 

Feld II Bamsrkungen bet mangeinder Bnhehlichkait der Erfindung (Fortaetzung von Puntt 2 aut Btatt 1 ) 
Oia intimation aia Racharcnanbahorda hai faatgaataltt, daS diaaa intamationaia Anmatdung mahrara Erfindungen anthatt: 

siehe Zusatzblatt 



1 Pn Da dar Arwnaidar aita arferdediehan zusetziiehan Raeherehangaouhran raohtzaitig antriohtat hat t eretracW aich dteaar 
I 1 intamationaia Raoharchanbamnt auf alia raohafchtaroaran AnaprOcha dar mtematonaian Anmaicajng. 

2. I I Da for aJla raoharehiarbaran Aiwprucha cfia Rachercha ohna ainan Arbarbiaufwand durchgafuhrt wardan i kormta, dar •<"• 
' — 1 zuaatziicha Raoharehangabuhr garaorrtfarbgt hatta, hat dia Intamationaia Raortarohanbahorda ntcht zur Zahhmg amar aoichan 
QabOhr aufgafordart. 

3 I I oa dar Anmaftdar nur atmge dar arfordariiohan zuaatzliehan RaoharohangabOhran raohtzaittg airthehtat hat, arattmckt aich daaer 
L_I tntamationaJa Racharohanbahcht nur auf die Anaprueha dar mtamationaian Anmaktung, fur da Gabuhran antnchtat wordan 
aind, namheh auf dia AnaprOcha Nr. 



4 I I Oar Aronaktar hat dia arfordartichan zuaatzliehan RacharchangabOhran ntcht rachtzartig anmchtat ^ intw ^ < ^»J*| ?Jf*? r " 
* 1 — 1 chanbancht baachrankt atch dahar auf dia in dan Anapnlohan zuerat arwahnta Erfindung; diasa tat tn taigandan Anapnlohan ar- 
tmOt. 



Bemarkungen hlnatcMUeh ainaa Wlderaprucna Q Oia zuaatzliehan Gabuhran wurdan vom Anmaldar untor Widaraprucn gazahlt. 

|Y"| Oia Zahtung zuaatziichar Gabuhran arfolgta ohna Widarapruch. 
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WEFTERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 

1. Anspruche: 1-35, teilweise 37-40 

ONA-Sequenz das gpl90/MSP-l Oberflachenprotein von 
Plasmodium kodierend, Wirtsorganismus diese Sequenz 
enthaltend, Verwendung des gpl90/MSP-l Oberflachenproteins 
Oder der dafiir kodierenden DNA zur Immunisierung gegen 
Malaria, Vektor besagte ONA-Sequenz enthaltend, Impfstoff 
das gpl90/MSP-l Oberflachenprotein Oder die dafiir kodierende 
DNA enthaltend, Verfahren zur Herstellung des gpl90/MSP-l 
Oberflachenproteins 



2. Anspruche: 36, teilweise 37-40 

Verfahren zur Stabilisierung von Gen-Sequenzen durch 
Verrmgerung das AT-Gehaltes der Sequenzen, stabilisiertes 
Gen, Vektor dieses Gen enthaltend, Impfstoff diesen Vektor 
enthaltend 
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(57) Abstract 

The present invention relates to a method for producing recombinants intended for use in the complete cell-surface protein gp 190/MSP I 
from Plasmodium, especially Plasmodium falciparum, as well as the complete DNA sequence of this protein and the appropriate host 
organisms suited for expressing said sequence, whereby the protein concerned can be entirely synthesized outside the parasite. Also, the 
inventive method enables sufficient production of above-mentioned protein and its supply as a vaccine. Finally disclosed is a process for 
stabilizing genes with high At concentration. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein rekombinantes Herstellungsverfahren fur das komplette gpl90/MSPl-Oberflachenprotein von Plasmodium, 
insbesondere Plasmodium falciparum, sowie die vollstandige DNA-Sequenz dieses Proteins und geeignete Wirtsorganismen far die 
Expression der Sequenz, wodurch das Protein in seiner Gesamtheit erstmals auBerhalb des Parasiten synthetisiert werden konnte. Die 
Erfindung erbffnet erstmals die Moglichkeit, das gp 190/MSP I -Oberflachenprotein in ausreichender Menge herzustellen; ferner ist es 
ein Gegenstand der Erfindung gpl90/MSPl als Impfstoff zur Verfugung zu stellen. SchlieSlich gibt die Erfindung em Verfahren zur 
Stabilisierung von AT-reichen Genen an. 
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Rekombinantes Herstellungsverfahren fur ein 
vollstandiges Malaria-Antigen gp190/MSP1 

Die Erfindung betrifft ein rekombinantes Herstellungsverfahren fur das vollstandige 
Malaria-Antigen gp190/MSP1 sowie einzelner naturlich vorkommender Domanen und 
Teile derselben durch Expression (einer) synthetischer DNA-Sequenzen. Die Erfin- 
dung betrifft auflerdem die durch das Verfahren hergestellten DNA-Sequenzen und 
die fur die Expression der DNA-Sequenzen verwendeten Wirtsorganismen. Ferner 
betrifft die Erfindung die Verwendung des vollstandigen Malaria-Antigens sowie Teile 
derselben als Impfstoff zur Immunisierung gegen Malaria. 

Schliefilich betrifft die vorliegende Erfindung ein Stabilisierungsverfahren fur AT- 
reiche Gene, sowie stabilisierte Gene, die sich durch einen geringeren AT-Gehalt 
auszeichnen. 

Malaria ist weltweit eine der bedeutendsten infektionskrankheiten. Nach Angaben der 
WHO waren 1990 in 99 Landern 40% der Weltbevolkerung einem Malariarisiko aus- 
gesetzt. Ihre Verbreitung nimmt derzeit wieder massiv zu. Dies ist vor allem auf eine 
intensive Resistenzbildung der Malariaerreger zuruckzufuhren, die dadurch gefordert 
wird, dafi die zurTherapie eingesetzten Medikamente ebenfalls als Prophylaxe em- 
pfohlen und eingenommen werden. Neben der Suche nach neuen, wirksamen Che- 
motherapeutika werden heute Hoffnungen auch in die Entwicklung von Impfstoffen 
gesetzt, da Menschen in Malaria-epidemischen Regionen der Welt verschiedene Ar- 
ten von Immunitat zu entwickeln vermogen. Neben einer naturlichen Resistenz gegen 
Malaria, die sich bei heterozygoten Tragern des Sichelzellgens und bei Personen mit 
Thalassamie und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel ausbildet, konnen im 
Laufe einer Malariainfektion im Menschen Immunitatsmechanismen einsetzen, die 
sich in einer erhohten Widerstandsfahigkeit gegenuber den Plasmodien auliern. 
Dementsprechend ist der Krankheitsverlauf in stark durchseuchten Bevolkerungspo- 
pulationen weitaus weniger bedrohlich als bet Personen, die der Infektion weniger 
haufig oder erstmalig ausgesetzt sind. 

Das Hauptproblem bei der Impfstoffentwicklung ist die Identifikation eines Antigens; 
das schutzende Immunitat bewirken kann, da kein leicht zugangliches und gutdefi- 
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niertes Tiermodell fur die vier den Menschen befallenden Parasiten vorhanden ist 
Die Malaria-Erreger gehdren der Gruppe der Plasmodien an, wobei die Infektion mit 
einem der vier Erreger Plasmodium vivax, Plasmodium ovale. Plasmodium malariae 
Oder Plasmodium falciparum durch den Stich von Anopheles-Mucken erfolgt. Von 
diesem Erreger ist Plasmodium falciparum der gefahrlichste und der am weitesten 
verbreitete. 

Das Hauptoberflachenprotein von Merozoiten, der invasiven Form der Blutstadien 
des Malaria-Erregers Plasmodium falciparum und anderer Malaria-Erreger wie P 
vivax, ist ein 190 - 220 kD Glykoprotein. Spat in der Entwicklung des Parasiten wird 
dieser Vorlaufer in kleinere Proteine prozessiert, die jedoch als einheitlicher Komplex 
aus Merozoiten isolierl werden konnen. Der Komplex ist mittels eines Glycosylphos- 
phatidyl-lnositol-Ankers mit der Merozoitenmembran verknupft. Die Sequenzen der 
gp 190-Proteine verschiedener P. falciparum-Stamme fallen in zwei Gruppen, zwi- 
schen denen integer* Rekombination haufig ist. Insgesamt besteht das Protein aus 
mehreren hochkonservierten Regionen, aus einem dimorphem Bereich, welche Je- 
wells einem von zwei Allelen angehoren und aus zwei relativ kleinen oligomorphen 
Blocken im N-terminalen Bereich (Tanabe, K., Mackay, M., Goman, M. und Scaife. 
J.G. (1987), Allelic dimorphism in a surface antigen gene of the malaria parasite 
Plasmodium falciparum. J. Mol. Biol. 195, 273-287; Miller, L.H., Roberts, T., Shaha- 
buddin, M. und McCutchan, T.F. (1993), Analysis of sequence diversity in the Plas- 
modium falciparum merozoite surface protein-1 (MSP-1). Mol. Biochem Parasitol 59 
1-14). 

Das g P 190/MSP1 gait bereits frCih als ein mbglicher Kandidat fur einen Impfstoff. So 
wurde im Nagermodell nach Immunisierung mit dem analogen Protein aktiver Schutz 
gegen Infektion mit Nager-Parasiten erhalten. Passiver Schutz lie* sich mit gegen 
dieses Protein gehchteten Antikorpern erreichen (siehe auch Holder, A. A. und 
Freeman, R.R. (1981), Immunization against blood-stage rodent malaria using puri- 
fied parasite antigens, Nature 294, 361-364; Majarian, W.R., Daly, T. M., Weidanz, 
W.P. und Long, C.A. (1984), Passive immunization against murine malaria with an 
lgG3 monoclonal antibody, J. Immunol. 132, 3131-3137). Die Daten, die diese An- 
nahme belegen sollen, sind im einzelnen jedoch statistisch nicht signifikant. 
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Daruber hinaus sind mehrere monoklonale Antikdrper, welche in vitro die Invasion 
von Erythrozyten durch P. falciparum inhibieren, sind gegen gp190/MSP1 gerichtet 
(Pirson, P.J. und Perkins, M.E. (1985), Characterization with monoclonal antibodies of 
a surface antigen of Plasmodium falciparum merozoites. J. Immunol. 134, 1946-1951; 
Blackman, M.J., Heidrich, H.-G.. Donachie. S.. McBride, J.S. und Holder A.A. (1990), 
A single fragment of a malaria merozoite surface protein remains on the parasite du- 
ring red cell invasion and is the target of invasion-inhibiting antibodies, J. Exp. Med. 
172, 379-382). 

Schliefilich wurde eine Reihe von Impfstudien mit gp190/MSP1 -Material aus P. falci- 
parum an Primaten, insbesondere an Aotus und Saimiri-Affen durchgefuhrt (siehe 
auch Perrin, L.H., Merkli. B., Loche, M., Chizzolini, C, Smart, J. und Richie, R. 
(1984), Antimalarial immunity in Saimiri monkeys. Immunization with surface compo- 
nents of asexual blood stages, J. Exp. Med. 160, 441-451; Hall, R., Hyde, J.E., Go- 
man, M., Simmons, D.L., Hope, I.A., Mackay, M. und Scaife, J.G. (1984), Major sur- 
face antigen gene of a human malaria parasite cloned and expressed in bacteria, 
Nature 311, 379-382; Siddiqui, W.A., Tarn, L.Q., Kramer, K.J., Hui, G.S.N., Case, 
S.E., Yamaga, K M., Chang. S.P., Chan, E.B.T. und Kan, S.-C. (1987), Merozoite 
surface coat precursor protein completely protects Aotus monkeys against Plasmodi- 
um falciparum malaria, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 84. 3014-3018; Ettlinger, H.M., 
Caspers, P., Materile, H., Schoenfeld, H.-J., Stueber, D. und Takacs, B. (1991), Ability 
of recombinant or native proteins to protect monkeys against heterologous challenge 
with Plasmodium falciparum, Inf. Imm. 59, 3498-3503; Holder, A.A.. Freeman, R.R. 
und Nicholls. S.C. (1988), Immunization against Plasmodium falciparum with recom- 
binant polypeptides produced in Escherichia coli, Parasite Immunol. 10, 607-617; 
Herrera, S., Herrera, M.A., Perlaza, B.L., Burki, Y., Caspers, P., Dobeli. H., Rotmann, 
D. und Certa, U. (1990). Immunization of Aotus monkeys with Plasmodium falciparum 
blood-stage recombinant proteins, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4017-4021; Her- 
rera, M.A., Rosero. F.. Herrera. S., Caspers, P., Rotmann, D., Sinigaglia.F. und Certa, 
U. (1992), Protection against malaria in Aotus monkeys immunized with a recombi- 
nant blood-stage antigen fused to a universal T-cell epitope; correlation of serum 
gamma interferon levels with protection, Inf. Imm. 60, 154-158; Patarroyo, M.E., Ro- 
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mero P., Torres, M.L.. Clavijo, P., Moreno, A.. Martinez. A., Rodriquez. R„ Guzmann 
F. und Cabezas, E. (1987), Induction of protective immunity against experimental 
infection with malaria using synthetic peptides, Nature 328, 629-632). In diesen 
Impfstudien lassen sich hierbei zwei Ansatze unterscheiden 

- Verwendung von aus Parasiten isoliertem Material und 

- Einsatz von in heterologen Expressionssystemen gewonnenem Material. 

Letzteres bestand in der Regel aus relativ kleinen Teilbereichen des Gesamtproteins 
Obwohl die ersten Resultate der in Vorversuchen an Affen durchgefuhrten Impfungen 
andeuten, dafi gpl90/MSP1 einen Schutz vermitteln konnte, haben alle an Primaten 
durchgefuhrten Experimente zwei Probleme, welche einen solchen Schlua in Fraqe 
stellen: 

(a) sie wurden an zu kleinen Tiergruppen durchgefuhrt 

(b) sie wurden nicht wiederholt. 

Die Resultate und die daraus gezogenen Schlusse sind daher statistisch nicht abge- 
sichert. Neben dem schwierigen Zugang zu geeigneten Affen liegt das zugrunde (le- 
gends Hauptproblem darin, dafi es bislang nicht moglich war. gutes Impfmaterial in 
ausreichender Menge herzustellen. 

Andererseits konnten nach der Sequenzierung des gp190-Gens aus dem K1- und 
dem MAD20-Stamm von Plasmodium falciparum konnten uberlappende Fragmente 
in E. coli exprimiert werden. Mit diesem Material zeigten epidemiologische Studien in 
Westafrika, daft in der Gruppe der Adoleszenten eine Korrelation bestand zwischen 
Antikorpertiter gegen gp190/MSP1 -Fragmente einerseits und einem Schutz vor Pa- 
rasiteninfektion andererseits. Daruber hinaus schien der Titer auch mit der Fahigkeit 
zu korrelieren, die Parasitamie auch auf niedrigem Niveau zu kontrollieren (Telle et al. 
(1993): A prospective study of the association between the human humoral immune 
response to Plasmodium falciparum blood stage antigen gp1 90 and control of mala- 
rial infections. Infect Immun. 61, 40-47). Diese Resultate werden erganzt durch neue 
Untersuchungen an Aotusaffen im Rahmen der vorliegenden Erfindung. Hier wurde 
ein hoher Schutz gegen Infektion mit dem Parasiten dadurch erreicht, daG Protein- 
praparationen aus Plasmodium falciparum, die uberwiegend aus nichtprozessiertem 



BNSDOCID: <WO 98 14583 A3 > 



WO 98/14583 



PCT/EP97/05441 



5 

gp190/MSP1 bestanden, als Impfstoff benutzt worden waren. Die Affen mitdem 
hochsten Antikorpertiter gegen gp190/MSP1 waren am besten geschutzt. Diese Re- 
sultate machten letztendlich das gp190 zu einem vielversprechenden Kandidaten fur 
eine Impfstoff gegen Malaria tropica. 

Von einigen Arbeitsgruppen wurde der C-terminalen Domane des gp190 (p19 bzw. 
p42) eine besondere Rolle bei der gp190 vermittelten Immunitat zugewiesen (siehe 
auch Chang, S.P., Case, S.E., Gosnell, W.L., Hashimoto, A. t Kramer, K.J., Tarn, L. 
Q., Hashiro, C.Q.. Nikaido, CM., Gibson, H.L, Lee-Ng, C.T., Barr, P.J., Yokota, B.T. 
und Hui, G.S.N. (1996), A recombinant baculovirus 42-kilodalton C-terminal fragment 
of Plasmodium falciparum merozoite surface protein 1 protects Aotus monkeys 
against malaria, Inf. Imm. 64, 253-261; Burghaus, P. A., Wellde, B.T., Hall, T., Ri- 
chards, R.L, Egan, A.F., Riley, E.M., Ripiey-Ballou, W. und Holder A.A. (1996), Im- 
munization of Aotus nancymai with recombinant C-terminus of Plasmodium falci- 
parum merozoite surface protein-1 in liposomes and alum adjuvant does not induce 
protection against a challenge infection, Inf. Imm., in press). 

Bislang ist es jedoch nicht moglich, auf rationaler Basis andere Teile des gp190 als 
nicht relevant fur eine schutzende Immunantwort auszuschlieflen. Es ist daher nach 
wie vor notwendig, das gesamte Gen bzw. das intakte gp190 fur Impfversuche zu 
verwenden. Trotz mehrfacher Versuche verschiedener Arbeitskreise ist es jedoch 
noch nicht gelungen, das gesamte Gen des gp190/MSP1 zu klonieren und zu expri- 
mieren. 

Bislang war es auch noch nicht moglich, a priori einen Teil aus der gp190-Sequenz 
fur die schutzende Immunantwort als nicht relevant auszuschlie&en, so dad es nach 
wie vor notwendig ist, das gesamte Gen bzw. das gesamte Genprodukt fur Impfver- 
suche zu verwenden. Es ist jedoch trotz vieler Versuche mehrerer Arbeitskreise noch 
nicht gelungen, das gesamte Gen des gp190/MSP1 zu klonieren. 

Es war daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Impfmaterial in Form von 
vollstandigem gp190/MSP1 in ausreichender Menge zur Verfugung zu stellen. Es war 
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eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren anzugeben, mit dem 
dieses Impfmaterial gewonnen werden kann. 

Es war auGerdem eine weitere Aufgabe gemafi der vorliegenden Erfindung, eine 
vollstandige DNA-Sequenz von gp190/MSP1 anzugeben, die in einem Wirtsorganis- 
mus exprimierbar ist. 

Weiterhin war es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Wirtsorganismen anzu- 
geben, die das vollstandige Gen gp190/MSP1 enthalten. 

Schliefilich war es auch eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Stabilisie- 
rungsverfahren fur AT-reiche Gene anzugeben, sowie ein fur die Expression geeigne- 
tes, stabilisiertes Gen, das sich durch eine Erniedrigung de.s AT-Gehalts auszeichnet. 

Diese Aufgaben werden durch die in den Anspruchen angegebenen Gegenstande 
gelost. 

lm folgenden werden einige Begriffe naher erlautert, um klarzustellen, wie sie in die- 
sem Zusammenhang verstanden werden sollen. 

"Rekombinantes Herstellungsverfahren" bedeutet, daft ein Protein von einer DNA- 
Sequenz durch einen geeigneten Wirtsorganismus exprimiert wird, wobei die DNA- 
Sequenz aus einer Klonierung und Fusion einzelner DNA-Abschnitte entstanden ist. 

"Vollstandiges gp190/MSP1 -Protein" meint hier das gesamte, aus o.g. Piasmodien, 
insbesondere Plasmodium falciparum, isolierbare gp190/MSP1-OberflSchenprotein, 
das das Hauptoberflachenprotein der Merozoiten des o.g. Erregers darstellt sowie die 
Proteine mit analoger Funktion aus den anderen Plasmodiumarten, wie P. vivax. Der 
Begriff betrifft somit jeweils das Hauptoberflachenprotein der Merozoiten der 4 o.g. fur 
den Menschen gefahrlichen Malariaerreger. "Vollstandiges gp190/MSP1-Gen" ist das 
fur dieses Protein kodierende Gen. "Vollstandig" bedeutet in diesem Zusammenhang, 
dali die gesamte Aminosauresequenz des nativen Proteins vorhanden ist, bzw. dafl ' 
die Gensequenz fur die gesamte Aminosauresequenz des nativen Proteins kodiert. 
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Mit umfalit sind jedoch auch mutierte und/oder verkurzte Formen von gp190/MSP1 t 
sofern sie das gleiche Immunisierungspotential (Impfschutz) wie das vollstandige 
gp190/MSP1 aufweisen. Schlieftlich umfaflt der Begriff auch Varianten von 
gp190/MSP1 die sich dadurch auszeichnen, dafi sie Proteinabschnitte verschiedener 
Allele in einem Proteinmolekul enthalten. 

"FCB-1" ist ein Stamm von P. falciparum, wie beschrieben bei Heidrich, H.-G., Mietti- 
nen-Baumann, A., Eckerskorn, C. und Lottspeich, F. (1989) The N-terminal amino 
acid sequences of the Plasmodium falciparum (FCB1) merozoite surface antigens of 
42 and 36 kilodalton, both derived from the 185-195-kilodalton precursor. Mol. Bio- 
chem. Parasitol. 34, 147-154. 

"Ankersignal" meint hier eine Proteinstruktur, fur die eine DNA-Sequenz am 3*- Oder 
5'-Ende des erfindungsgemafien Gens kodiert. Ankersignale sind Strukuren, die ei- 
nem Polypeptid die Verankerung an anderen Strukturen, wie z.B. Membranen er- 
moglichen. 

"Signalpeptid" bedeutet hier eine Proteinstruktur, fur die eine DNA-Sequenz am N- 
terminalen Ende des erfindungsgemafien Gens kodiert. Signalpeptide sind Struktu- 
ren, die dem Polypeptid u.a. ein Einschleusen in Membranen ermoglichen. 

"AT-Gehalt" meint im Zusammenhang der vorliegenden Erfindung die prozentuale 
Menge von Adenin/Thymin-Basenpaaren im Verhaltnis zu Guanin/Cytosin- 
Basenpaaren. 

"Klonierung" soil hier alle im Stand der Technik bekannten Klonierungsmethoden 
umfassen, die hier zum Einsatz kommen konnten t die jedoch nicht alle im einzelnen 
beschrieben werden, weil sie zum selbstverstandlichen Handwerkszeug des Fach- 
manns gehoren. 

"Expression in einem geeigneten Expressionssystem" soil hier alle im Stand der 
Technik bekannten Expressionsmethoden in bekannten Expressionssystemen um- 
fassen, die hier zum Einsatz kommen konnten, die jedoch nicht alle im einzelnen be- 
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schrieben werden, weil sie zum selbstverstandiichen Handwerkszeug des Fach- 
manns gehoren. 

Es ist eine erste Aufgabe gemaU der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren anzuge- 
ben, durch das das gp1 90/MSP1 -Protein und das Gen hierfur in ausreichender Men- 
ge ohne ubermaBige Kosten produziert werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch das in Anspruch 1 beschriebene rekombinante Herstel- 
lungsverfahren gelost, durch das ein voll-standiges gp190/MSP-1-Gen und das da- 
von kodierte Protein in ausreichender Menge erhaltlich ist. 

Durch dieses Verfahren wurde es erstmals moglich, das Protein in seiner Gesamtheit 
auAerhalb des Parasiten zu synthetisieren. Das so synthetisierte Protein ist, wie die 
Analyse mit konformationelle Epitope erkennenden monokionalen Antikorpern zeigt 
zumindest uber weite Bereiche in naturlich gefalteter Form herstellbar. Durch das 
rekombinante Herstellungsverfahren konnten jeweils mehrere Milligramm intaktes 
g P 190/MSP1 aus den Wirtsorganismen gewonnen werden, eine Menge. die aus 
technischen und aus Kostengrunden aus Parasiten praktisch nicht gewonnen werden 
kann. Die jetzt mogliche Produktion des Proteins in beiiebigen Mengen eroffnet neue 
Perspektiven fur seinen Einsatz als experimentellen Impfstoff gegen Malaria. Daruber 
hinaus ist der Weg frei fur die Entwicklung von Lebendimpfstoffen sowie fur Vakzine 
auf Nukleinsaure-Basis. 

Vorzugsweise liegt der Synthese der fur das Protein gp190/MSP1 kodierenden Gen- 
Sequenz die Sequenz des P. falciparum FCB-1 Stammes zugrunde. P. falciparum ist 
der Erreger der Malaria tropica und damit der gefahrlichste unter den Malaria-Arten. 
Das zugrunde liegende Gen ist ein Vertreter des "Kl-Allels", wobei K1 fur einen be- 
stimmten P. fe/c/pan/m-Stamm steht. Seine kodierende Sequenz erstreckt sich uber 
4917 Basenpaare und schlieGt eine Signalsequenz am N-terminalen Ende sowie eine 
Anker-Sequenz am C-terminalen Ende ein. 

Weiterhin ist das rekombinante Herstellungsverfahren gemali der Erfindung vor- 
zugsweise dadurch gekennzeichnet, dafi der AT-Gehalt der dem Protein zugrunde 
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liegenden DNA-Sequenz gegenuber der Wildtyp-Sequenz emiedrigt ist, von 74% im 
urspriinglichen Gen auf vorzugsweise ca. 55%, indem bspw. unter Erhalt der Ami- 
nosauresequenz des FCB-1 -Proteins eine DNA-Sequenz mit den im menschlichen 
Genom ublichen Codon-Haufigkeiten hergestellt wird. Andere Codonhaufigkeiten, 
welche den AT-Gehalt erniedrigen, sind ebenfalls denkbar. 

Vorzugsweise kodiert das dem durch das rekombinante Herstellungsverfahren er- 
zeugte Protein zugrunde liegende Gen fur die voile Aminosauresequenz einschliefl- 
lich Signalpeptid und GPI-Ankersignalpeptid, im weiteren als gp190 s bezeichnet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungform kodiert das dem durch das rekombi- 
nante Herstellungsverfahren erzeugte Protein zugrunde liegende Gen fur die voile 
Aminosauresequenz mit Ausnahme des GPI-Ankersignals. Diese Ausfuhrungsform 
wird im weiteren als gp190 s1 bezeichnet. 

In noch einer weiteren bevorzugten AusfCihrung kodiert das dem durch das rekombi- 
nante Herstellungsverfahren erzeugte Protein zugrunde liegende Gen fur die voile 
Aminosauresequenz mit Ausnahme des GPI-Ankersignals und des Signalpeptids. 
Diese Ausfuhrungsform wird im weiteren als gp190 S2 bezeichnet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kodiert das dem durch das rekombi- 
nante Herstellungsverfahren erzeugte Protein zugrunde liegende Gen fur die voile 
Aminosauresequenz und eine Transmembranankersequenz. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform umfaflt das rekombinante Herstel- 
lungsverfahren folgende Schritte. 

Zunachst den Entwurf der zu synthetisierenden DNA-Sequenz auf der Basis des 
Gens aus P. falciparum FCB-1 , wobei eine DNA-Sequenz mit den z.B. im menschli- 
chen Genom ubiichen Codon-Haufigkeiten unter Beibehalten der Aminosaurese- 
quenz des FCB-1 -Proteins hergestellt wird. 

Hierdurch sollte der AT-Gehalt des Gens reduziert werden, vorzugsweise auf 55%. 
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lm weiteren Verfahren wird die entworfene Sequenz bspw. in 5 uberlappende Regio- 
nen eingeteilt, welche jeweils Domanen der naturlichen Prozessierungsprodukte des 
g P 190/MSP1 -Proteins aus FCB-1 entsprechen: p83, p31, p36, p30 und p19. 

Es werden Desoxyoligonukleotide synthetisiert, die jeweils mindestens die gesamte 
LSnge einer Region abdecken, 

Besonders bevorzugt werden die Desoxyoligonukleotide so synthetisiert, dali ihre 
Sequenz abwechselnd dem "oberen" (5 1 -3') bzw. dem "unteren" (3' - 5') DNA-Strang 
entspricht. Die Lange dieser Oligonukleotide ist vorzugsweise durchschnittlich 120 
Nukleotide und sie uberlappt die benachbarten Sequenzen jeweils um ca. 20 Basen. 

In einer moglichen Ausfuhrungsform werden DNA-Sequenzen von etwa doppelter 
Lange wie die jeweiligen Ausgangsproduke durch asymmetrische PCR hergestellt 
und zwar so, daft die uberschussigen DNA-Sequenzen, die benachbart sind, jeweils 
den gegenuberliegenden Strang reprasentieren. Dies fuhrt in einem zweiten 

PCR-Amplifikationszyklus zu einem Zweitprodukt, das der Lange von vier ursprung- 
lich eingesetzten Oligonukleotiden (abzuglich der uberlapppenden Region) ent- 
spricht. Die Uberfuhrung dieser Produkte in ein uberwiegend aus Einzelstrang-DNA 
bestehendes Praparat durch asymmetrische PCR mit den endstandigen Oligonu- 
kleotiden erlaubt in einem weiteren Amplifikationsschritt die Herstellung eines 800 bp 
langen doppelstrangigen DNA-Fragments in nur25 PCR-2yklen. 

Auf diese Weise werden direkt die kodierenden Regionen fur p1 9, p30, p36 und p31 
synthetisiert und in E. coli molekular kloniert. Klone mit fehlerfreier Sequenz wurden 
entweder direkt oder durch Zusammensetzen fehlerfreier Teilsequenzen erhalten. Die 
Region, welche das p83 kodiert, wurde durch Fusion aus zwei etwa 1200 bp umfas- 
senden Sequenzen erhalten. 

Im weiteren Verlauf des Verfahrens wurden die einzeinen Sequenzen kloniert. Als 
Expressionsvektoren bieten sich vorzugsweise die Plasmide pDS56, RBSII ("Hochuli, 



BNSOOCIO: <WO 98145B3A3> 



WO 98/14583 



11 



PCT/EP97/05441 



E., Bannwarth, W. Dobeli, H. Gentz, R., and Stuber, D. (1988) Genetic approach to 
facilitate purification of recombinant proteins with a novel metal chelate adsorbent. 
Biotechn. 6, 1321-1325 M ), pBi-5 ("Baron, U., Freundlieb, S., Gossen, M. and Bujard, 
H. (1995) Corregulation of two gene activities by tetracycline via a bidirectional pro- 
moter. Nucl. Acids Res. 23, 3605-3606") und ppTMCS an. Es sind jedoch auch ande- 
re Expressionsvektoren denkbar. 

Bevorzugte Wirtsorganismen fur die Expression sind E. coli t besonders bevorzugt 
der Stamm DH5alphaZ1 (R. Rutz, Dissertation 1996, Universitat Heidelberg), HeLa- 
Zellen. CHO-Zellen, Toxoplasma gondii (Pfefferkom, E.R. and Pfefferkom, C.C. 1976, 
Toxoplasma gondii: Isolation and preliminary characterization of temperature - sensi- 
tive mutants. Exp. Parasitol. 39, 365-376) oder Leishmania. Weitere Wirtssysteme 
konnten z.B. Hefen, Baculoviren oder Adenoviren sein, wobei der Gegenstand der 
Erfindung nicht auf die genannten Wirtssysteme beschrankt sein sollte. 

Es war eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine vollstandige, zur Ex- 
pression geeignete DNA-Sequenz des gp190/MSP1-Oberflachenproteins von P. 
falciparum anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch die in Anspruch 1 7 genannte Erfindung gelost, wobei die 
Sequenz durch das oben beschriebene rekombinante Herstellungsverfahren erhalt- 
lich ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kodiert die zur 
Expression geeignete DNA-Sequenz fur die vollstandige Aminosauresequenz. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kodiert 
die zur Expression geeignete DNA-Sequenz fur die vollstandige Aminosauresequenz 
mit Ausnahme des Ankersignals. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform gemafl der vorliegenden Erfindung 
kodiert die zur Expression geeignete DNA-Sequenz fur die vollstandige Aminosaure- 
sequenz mit Ausnahme des Ankersignals und des Signalpeptids. Diese Ausfuhrungs- 
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form von gp190/MSP1 kann dadurch gekennzeichnet sein, daft sie am N-Terminus 
1 1 zusatzliche Aminosauren, davon 6 Histidine, enthalt. 

Besonders bevorzugt enthalt die zur Expression geeignete DNA-Sequenz keine er- 
kennbaren "splice-donor" und "splice-acceptor"-Signale, und sie ist vorzugsweise 
dadurch gekennzeichnet, daft sie keine grofteren GC-reichen Sequenzen enthalt, die 
stabile Haarnadelstrukturen auf RNA-Ebene bewirken konnten. 

Vorzugsweise sollten Erkennungssignale fur Restriktionsenzyme. welche Sequenzen 
von sechs und mehr Basenpaaren erkennen, vermieden werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung werden spezifische, d.h. nur einmal im Gen vor- 
kommende Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen in Regionen eingefuhrt, wel- 
che die nach der Prozessierung des Proteins entstehenden Domanen trennen. 

Besonders bevorzugt sollten an beiden Enden des Gens Sequenzen fur Restriktion- 
sendonukleasen vorhanden sein, die im Gen nicht vorkommen. 

Weiterhin werden durch die Erfindung Wirtsorganismen zur Verfugung gestellt, die 
die vollstandige Sequenz des gp190/MSP-1 Oberflachenproteins enthalten. 

Solche Wirtsorganismen sind vorzugsweise E. coli, besonders bevorzugt der Stamm 
DH5alphaZ1, HeLA-Zellen, CHO-Zellen, Toxoplasma gondii Oder Leishmania. Die 
HeLa-Zellen und CHO-Zellen sollten vorzugsweise konstitutiv tTA synthetisieren. 

Schlieftlich stellt die vorliegende Erfindung eine Moglichkeit zur Verfugung, ein nach 
dem rekombinanten Herstellungsverfahren erzeugtes gp190/MSP1-Oberflachenpro- 
tein Oder Teile desselben zur aktiven Immunisierung gegen Malaria zu verwenden. 

Das hier vorgestellte Syntheseschema erlaubt auch das zweite Allel des 
gp190/MSP1-Gens herzustellen. Damit wird dem Dimorphismus des Proteins Rech- 
nung getragen. Die Hauptvariabilitat des Proteins beruht jedoch auf den Sequenzen 
von zwei relativ kurzen Blocken (Block II und IV, Ref. 1), die oligomorph sind. Die vor- 
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liegenden Sequenzdaten ermoglichen es, dafi mit 6-8 Sequenzkombinationen dieser 
Blocke uber 95% alter bekannten gp190/MSP1-Sequenzen abgedeckt werden kon- 
nen. Die Synthese dieser Sequenzvarianten lalM sich problemios anhand der hier 
vorgestellten Strategien ven/virklichen, so daft Varianten sowohl in das K1 als auch in 
das MAD20-Allel eingebaut werden konnen. Impfstoffe aus den hierdurch entstehen- 
den Sequenzfamilien konnen ggf. gegen ein breites Spektrum von Parasiten mit 
gp1 90/MSP1 -Varianten Schutz verleihen. 

Die Herstellung von verschiedenen Impfstofftypen ist moglich: 

- Auf der Ebene von Proteinpraparaten, wobei jeweiis Mischungen der zwei Familien 
(K1-Typ, MAD20-Typ mit verschiedenen Varianten der Blocke II und IV) zur Anwen- 
dung kommen konnen. Verschiedene Trager bzw. Adjuvans-Materialien konnen 
zum Einsatz kommen: Aluminiumoxid, Liposomen, Iscoms QSz1 etc. 

- Auf der Ebene der Lebendimpfstoffe: (a) virale Trager, insbesondere Vakzinia und 
Adenoviren; (b) Parasiten als Trager, insbesonder avirulente Formen von Leishma- 
nia und Toxoplasma; (c) bakterielle Trager, z.B. Salmonella 

- Auf der Ebene der Nukleinsauren, wobei bspw. fur die Gentherapie geeignete Vek- 
toren als Vehikel zum Einbringen der Gene in den Wirt verwendet werden; weiterhin 
ist das Einbringen von Ribonukleinsauren, welche das gewunschte Protein kodie- 
ren, denkbar. 

Eine weitere Moglichkeit der Impfung besteht in der Verwendung eines gemafi dem 
erfindungsgemafien rekombinanten Herstellungsverfahren erzeugten gp190/MSP1- 
Proteins zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern, die dann ihrerseits zur pas- 
siven Immunisierung gegen Malaria verwendet werden. 

Ebenso wird eine Verwendung der gemafi dem rekombinanten Herstellungsverfah- 
ren in einem Zwischenschritt entstandenen, dem Protein zugrunde liegenden DNA- 
Sequenz zur Herstellung einer Vakzine auf Nukleinsaurebasis ermoglicht. 
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SchlieGlich betrifft die Erfindung auch ein Verfahren zur Stabilisierung von Gen- 
Sequenzen, insbesondere von Sequenzen, die keine ausreichende Stability in Ex- 
pressionssystemen zeigen. 

Diese Stabilisierung wird erfindungsgemalJ dadurch erreicht, dafl der AT-Gehalt der 
Sequenz verringert wird. 

Weiterhin wird durch die Erfindung ein stabilisiertes Gen zur Verfugung gestellt das 
sich dadurch auszeichnet, da* es einen geringeren AT-Gehalt aufweist. Ein Beispiel 
fur ein solches, stabilisiertes Gen ist das Gen fur das g P 190/MSP1-Oberflachen- 
protein gemaft der vorliegenden Erfindung. 

Im folgenden soil die Erfindung anhand der Abbildungen und Tabellen sowie einiger 
Beispiele in einzelnen Ausfuhrungsformen beschrieben werden. 

Dabei zeigt: 

Abb. 1: Schematische Darstellung des gp190/MSP1 Vorlauferproteins aus P. falci- 
parum (FCB-1). 

Abb. 2: Zwei mit nativem gp190/MSP1 aus P. falciparum (FCB-1) an Aotus-Affen 
durchgefuhrte Impfversuche. 

Abb. 2A: mit 3 x 60 Mikrogramm gp1 90/MSP1 

Abb. 2B: mit 3 x 40 Mikrogramm gp190/MSPl 

Abb. 3A: Strategie der Synthese des gp190/MSP1-Gens 

Abb. 3B: Prinzip der PCR-gestutzten Total-Synthese 

Abb. 3C: Totalsequenz des gp190 s 

Abb. 3D: N- und C-Terminus der gp190 s1 -Variante 

Abb. 4A: Expressionsvektor pDS56 mit gp190 S2 -Sequenz 
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Abb. 4B: Gelelektrophorese von gp19Cr . 

Abb. 5A: Expressionsvektor pBi-5 mit gp190 s1 -Sequenz 

Abb. 5B: Immunfluoreszenz von HeLa-Zellen 

Abb. 5C: Elektrophoretische Charakterisierung von aus HeLa-Zellen aufgereinigtem 
gp190 si 

Abb. 6A: Expressionsvektor ppT 190 mit gp190-Sequenz 

Abb. 6B: Immunfluoreszenz der Expression von gp190 s in 7. gondii 

Abb. 6C: Polyacryiamid-Gelelektrophorese von gp190 aus T. gondii 

Bei dem in Abb. 1 schematisch dargesteilten gp190/MSP1-Vorlauferprotein aus P. 
falciparum (FCB-1) reprasentieren die dunklen Blocke Regionen, die in alien Stam- 
men hochkonserviert vorliegen. Die schraffierten Blocke zeigen die dimorphen Berei- 
che, welche im Falle des FCB-1 Isolates dem K1-Ailel entstammen. 01 und 02 zei- 
gen die oligomorphen Bereiche. S bezeichnet die Signalpeptidsequenz. welche 19 
Aminosauren umfafit, GA, die C-terminale Region, welche das Signal fur die GPI- 
Verankerung des Proteins in der Membran enthalt. Die Pfeile deuten die Prozessie- 
rungsstellen an, durch die Proteine p53, p31, p36, p30 und p19 entstehen. Das 
gp190-Gen kodiert insgesamt 1639 Aminosauren. 

Die weiteren Abbildungen werden im Zusammenhang mit den folgenden Beispielen 
ausfuhrlicher erlautert. 

BEISPIELE 

Beispiel 1: Totalsynthese einer das qp190/MSP1 kodierenden DNA-Sequenz (siehe 
hierzu Abb. 3) 

A. Strateaie der Svnthese des qp190/MSP1-Gens (qp19 Q s ^ (siehe Abb. 3A). 

Die Sequenz wurde aufgeteilt in Fragemente, die den Hauptprozessierungsprodukten 
entsprachen: p83. p31. p36, p30 und p19. In den Ubergangsregionen wurden Spalt- 
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stellen fur Restriktionsendonukleasen (Pfeile in Abb. 3) so eingeplant, daft die Ami- 
nosauresequenz nicht verandert wurde. Alle hier aufgefuhrten Schnittstellen kommen 
in der Sequenz nur einmal vor. 

Die Fragmente wurden uberlappend synthetisiert, so daft die Schnittstellen an den 
jeweiligen Enden die Verknupfung zu den benachbarten Fragmenten durch Ligierung 
moglich machten. Alle Einzelfragmente enthielten zusatzlich an ihrem S'-Ende eine 
BamHI-Schnittstelle zur Insertion in Expressionsvektoren. Uber Mlul und Clal konnte 
die Gesamtsequenz kloniert werden. Das hier gezeigte Schema fuhrt zunachst zu 
e.ner Sequenz, welche den GPI-Anker nicht ausbilden kann, da C-termina! 18 Ami- 
nosSuren fehlen. Die Synthese eines entsprechenden Oligonukleotids, sowie eines 
tiber die Sphl-Schnittstelle sich erstreckenden "Primers" fiihrt nach PCR zu dem 
Fragment GA, das uber Sphl und Clal eingesetzt werden konnte, die resultierende 
Totalsequenz war gpi 90 s . Zur Entfernung der das Signalpeptid kodierenden Se- 
quenz wurden "PCR-Primer" hergeste.lt, uber die das Fragment AS synthetisiert wur- 
de. Es erlaubt, uber eine BamHI und eine Hindlll-Schnittstelle den N-Terminus so zu 
verandern, daft das Protein mit Aminosaure Nr. 20 begann. Die Kernsequenz welche 
das g P 190/MSPl ohne Signa.sequenz und ohne GPI-Anker-Signal kodiert, wurde mit 
gp 190 s2 bezeichnet. Deletion des GPI-Ankersignals allein fuhrte zu gp190 si . 

B. Prinzip der PCR - q es t utzten Totalsynthese ^sishe Abb. 3B^ 

Oligodesoxynukleotide von etwa 120 Nukleotiden Lange wurden abwechselnd vom 
kodierenden bzw. nichtkodierenden Strang so synthetisiert, daft sie jeweils etwa 20 
Basen mit dem benachbarten Fragement uberiappten. Das Schema zeigt beispielhaft 
die Synthese eines ca. 800 bp langen Fragments aus Oligonukleotiden. In der ersten 
Stufe wurden in 4 Reaktionsgefaften jeweils 2 Oligonukleotide '•asymmetriscrf ampli- 
fier! Es entstanden 4 etwa 220 bp lange DNA-Populationen, die vorwiegend aus 
Einzelstrangen bestanden (A, B, C, D). Vereinigung von A und B sowie von C und D 
und Amplifikation uber 5 Zyklen fuhrte zu 2 etwa 400 bp langen doppelstrangigen 
Produkten. Asymmetrische Amplifikation dieser DNA-Fragmente (Stufe III) ergab Ein- 
zelstrangpopulationen, welche nach Vereinigung und Amplifikation (Stufe IV) nach 
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10 Zyklen das Endprodukt G von ca. 800 bp Lange ergaben. Diese Synthese war 
ohne Isolierung der Zwischenprodukte und ohne Puffer Oder Enzymerneuerung 
durchfuhrbar, und war nach 3 Stunden beendet. Das Endprodukt wurde elektropho- 
retisch gereinigt, mitden geeigneten Restriktionsendonukleasen nachgeschnitten 
und im pBluescript (Stratagene), in dessen Polylinker eine Mlul und eine Clal- 
Schnittsteile eingesetzt worden waren, in E. coli kloniert 

C. Totalseauenz des qp190 s (siehe Abb. 3C) 

Nach Fusion aller Teilsequenzen (Abb. 3A) in pBluescript wurde die Sequenz des 
Gens mit der Dideoxymethode verifiziert. Das Leseraster des gp190 s hatte eine Lan- 
ge von 4917 bp (+2 Stopcodons) und kodierte eine Aminosauresequenz, welche der 
des gp190/MSP1 aus FCB-1 entspricht (1639 Aminosauren). 

D. N- und C-Terminus der qp190 st -Variante (siehe Abb. 3D) 

Die N-terminale Sequenz, beginnend mit der BamHI-Schnittstelle, zeigte den Uber- 
gang bei Aminosaure 20, von der angenommen wird, dafi sie nach Abspaltung des 
Signalpeptids den N-Terminus definiert. Am C-Terminus war die kodierte Sequenz 
bei Aminosaure 1621 zu Ende. Den Stopcodons folgte die Clal-Schnittsteile. 

Beispiel 2: Expression des qp190 S2 in E. coli 

A. Expressionsvektor (siehe Abb. 4A) 

Die gp190 S2 -Sequenz wurde uber die BamHI- und Clal-Schnittstellen in pDS56RBS!l 
eingesetzt. Dadurch wurden 6 Histidine sowie einige aus dem Vektor stammenden 
Aminosauren an den N-Terminus fusioniert; dies ergibt folgende N-terminale Se- 
quenz des Leserasters; Met Arg Gly Ser (His) 6 Gly Ser. Durch den Promoter P N 2siaco-i 
stand die Transkription unter lacR/O/IPTG-Kontrolle. 

B. Expression und Aufreiniqunq von qp190 s2 (siehe Abb. 4D ) 

Eine Uberfuhrung des Vektors pDS56RBSItgp190 S2 in E. coli DH5aZ1 und Induktion 
der Synthese durch IPTG ergab nach elektrophoretischer Auftrennung des Protein- 
Totalextraktes der Kultur eine deutlich sichtbare Bande in der erwarteten Grofte 
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(Pfe,l). Die Aufreinigung des Materials durch IMAC und Affinitatschromatographie 
(Ant.korpersaule mit mAK5.2) fuhrte zu einem homogenen Produkt von etwa 190 kD 
In der Abb. bedeuten M= Molekulargewichtsstandards; 1= E. coli Proteine vor 2= 
nach induktion mit IPTG fur 2 Stunden. 3,4,5 = Fraktionen aus der Elution der mAK- 
Saule. 

Beispiel 3: Tetrazyklin-knntrollierte Fxp r^i 0n von on1Qn si in HeLa . unf1 rMn _ 
Zellen und Isolation des P r pduktes (sivh* auch Abh fi) ^ 

A. Die g P 190-Sequenz wurde in den Expressionsvektor pBi-5 uber die BamHI/Clal- 
Schn.ttstellen eingesetzt. Damit stand die Transition des Gens unter Kontrolle ei- 
nes bidirektionalen "tTA-responsive"-Promotors und konnte uber Tc reguliert werden 
Der b.d.rektionale Promotor initiierte g.eichzeitig die Transkription des Indikatorgens 
Lucferase. Damit lieQ sich die Regulation der Expression leicht verfolgen (siehe auch 
Abb. 5A). 

B. Immunfluoreszenz von Hp| a-Zellen wpIpHp . .golfers nhh 1p iqa8i 
kontrolliert exprimiemn 

In HtTA93-9-Zellen, welche die bidirektionale Transkriptionseinheit von (A) enthalten 
wurde m.t AntikPrpern die Produktion von Luciferase (.inks), gpi90 s < (Mitte) in Abwe- 
senhe,t von Tc nachgewiesen. Nach Zugabe von Tc ze.gte sich keine nennenswerte 
Synthese von gp190 s1 , (wie dargestellt in Abb 5B, rechts). 

C. Elektrophoretische Charkaterisieruno von M o La , Zellfin ailfn oraini ^ 
QD19Q S1 

HeLa-Zellklon HITA93-9 sowie CHO-Zellklon CH027-29 wurden mit oder ohne Tc 
kult.viert. Durch Elektrophorese aufgetrennte Zellextrakte wurden mittels "Western 
blot" mit mAK5.2 analysiert (Abb. 5C); links zeigt eine Analyse der CHO- rechts der 
HeLa-Zellinie. (1) = Kultur ohne, (2) = Kultur mit Tc, (3) = nicht transfizierte HtTA-1- 
Zellinie, Molekulargewichtsstandards sind jeweils links angedeutet. 

D. Aufreinigung von in Hela-7ellklon HtTAQ3- q svnthetisi^rtPm op -ionsi 
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Die praparative Aufzucht der HtTA-93-9-Linie und induktion der Expression von der 
gp190 s1 durch Tc-Entzug erlaubte die Isolierung des Genproduktes uber Affinitat- 
schromatographie (mAK5.2-Sau!e). 

Das Coomassie gefarbte Polyacrylamid-Gei (Abb. 6C) zeigte nach Elektrophorese 
ein Produkt, das aus gp190 s1 sowie einem weiteren Protein von ca 50 kD bestand. 
Letzteres war kein Derivat von gp190 s1 , stammte also aus HeLA-Zellen. Seine geziel- 
te Abtrennung sollte jedoch keine prinzipielle Schwierigkeit darstellen. 

Beispiel 4: Expression von qp1 90 s in Toxoplasma gondii und Aufreiniqunq des Pro- 
duces (siehe hierzu auch Abb. 6). 

A. Die gp190 s -Sequenz wurde uber Mlul/Pstl in den Vektor ppT eingesetzt. Damit 
wurde das Gen unter die Kontroile des Tubulin-Promotors (P tU b.i) von T. gondii ge- 
bracht. Die 3' nicht-translatierte Region (VTR) stammte von dem Hauptoberflachen- 
protein von T. gondii (SAG-1) ab. 

B. Expression von qp190 s in T. gondii. 

Transfektion von T. gondii mit pTT190 fuhrte zur Isolierung von Parasitenlinien, die 
konstitutiv gp190 s exprimierten. Die Immunfluoreszenz mit mAK5.2 (mittleres Bild) 
zeigte nicht nur die Expression des Gens, sondern legte auch die Verankerung des 
Expressionsproduktes an der Oberflache des Parasiten nahe, da es, wie SAG-1, das 
gleiche Immunfluoreszenz-Muster erzeugte (rechter Teil der Abb. 6B); links in Abb. 
6B ist eine Phasenkontrastaufnahme des mittleren Bildes dargestellt. 

C. Isolierung von gp19Q s aus T. gondii. 

Aus praparativen Mengen von T. gondii (5x1 0 9 Parasiten) wurde gp190 s mittels Affini- 
tatschromatographie (mAK5.2-Saule) aufgereinigt. Das hochreine Protein besafldas 
erwartete Moiekulargewicht, wie das Coomassie-gefarbte Polyacrylamid-Gel nach 
Elektrophorese zeigte (2-3 aus Abb. 6C). Bei Nr. (1) Abb. 6C ist gereinigtes gp190 s1 
aus CHO-Zellen dargestellt mit Molekulargewichtsmarkierung an der linken Seite. 

Beispiel 5: Charakterisierung des gp190 s mit monoklonalen Antikorpern. 
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Die Wechselwirkung von 16 monoklonalen Antikorpern mit gp190 s aus den verschie- 
denen heterologen Expressionssystemen wurde durch Immunfluoreszenz (IFA) an P. 
falciparum und T. gondii bzw. durch "Western blot" an den aufgereinigten Proteinen 
uberpruft. Vollige Ubereinstimmung wurde gefunden, wenn die beiden Parasiten 
verglichen wurden (Zahl der + deutet die relative Intensitat der Fluoreszenz an). Im 
Western blot reagieren12mAK's mit g P 1 90 s aus E. coli und T. gondii. Im Gegensatz 
dazu binden 3 Antikdrper nicht an das aus CHO-Zellen isolierte Material. Antikdrper 
15 und 16, die Epitope aus dem oligomorphen bzw. dem alternativen Allel (MAD20) 
erkennen, reagieren nicht. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefafJt, wobei ND 
= nicht durchgefuhrt bedeutet. 

Beispiel 6: Expression des gp190 s in heterolooen Svstemen 
1 . Expression in E. nnli 

Das g P 190 S2 wurde in den Expressionsvektor, pDS56, RBSII eingesetzt, wo es unter 
Kontrolle des P N2 5iaco-i -Promoters stand, der uber das lac Operator/Repressor/IPTG- 
System regulierbar ist (Abb. 4A). Die Uberfuhrung des Plasmids in Repressor- 
produzierende E. co//-2ellen, z.B. E. coli DH5aZ1 erlaubt es, das gp190 S2 unter IPTG- 
Kontrolle zu exprimieren. Das Produkt war aus dem Rohextrakt mittels einer Nickel- 
Chelatsaule uber die durch den Vektor eingebrachte N-terminale (His) 6 -Sequenz iso- 
lierbar. Eine anschlie&ende Affinitatschromatographie an einer Antikdrpersaule fuhrte 
zu einem hochreinen Praparat. Da der verwendete monoklonale Antikdrper (mAk5.2) 
ein konformationelles Epitop im C-terminalen Bereich erkannte, wird durch diese 2- 
Stufenreinigung auf intaktes Protein voller Lange, mit korrekter Faltung zumindest am 
C-Terminus, selektioniert (Abb. 4B). 

Das Endprodukt besitzt, im Gegensatz zu dem naturlichen Material, am N-Terminus 
11 zusatzliche Aminosauren, davon 6 Histidine. Es enthalt keine N-terminale Signal- 
und auch keine C-terminale Anker-Sequenz. Die P. fe/c/parum-spezifische Sequenz 
beginnt mit Aminosaure 20 und endet mit Aminosaure 1621. 

2. Kontrollierte Exp ression des gp19Q s1 in HeLa- und CHO-Zellkulturen 
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Das gp190 sl wurde in den Vektor pBi-5 eingesetzt und damit unter Kontrolle eines 
durch Tetrazyklin (Tc) regulierbaren Promotors gestellt. Das Tc-kontrollierte System 
wurde aus 2 Grunden gewahlt: 

- Es gehort zu den Expressionssystemen, mit denen hochste Ausbeuten in Sauger- 
zellen erreicht werden. 

- Nicht-sekretierte Fremdproteine in hoher Konzentration kdnnen mit dem Metabolis- 
mus der Zellen in negativer Weise interferieren. Die Synthese des gewunschten 
Produktes wird daher erst nach Aufwachsen der Kultur initiiert. 

In dem Konstrukt pBi5-gp190 s1 wurde ein bidirektionaler Promotor durch Tc-kon- 
trollierten Transkriptionsaktivator (tTA) aktiviert und intitiierte die Transkription sowohl 
des gp190 s1 als auch des Luziferase-lndikatorgens. In Anwesenheit von Tc ist der 
Promotor inaktiv. Die Transkriptionseinheit wurde sowohl in HeLa als auch in CHO- 
Zellen, welche beide konstitutiv tTA synthetisieren (HtTA-1-Linie (Gossen, M. and 
Bujard, H. (1992), Tight control of gene expression in mammalian cells by tetracycli- 
ne-responsive promotors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 5547-5551); CHO-tTA-Linie, 
unveroffentlicht), uberfuhrt. Durch Kotransfektion (Ca 2+ -Phosphat-Methode) mit ei- 
nem Hygromycin-Resistenz-vermittelnden Markergen wurde auf erfolgreiche chromo- 
somale Integration selektioniert. Hygromycin-resistente Klone wurden dann auf Re- 
gulierbarkeit der Expression > Tc untersucht, indem die Luziferaseaktivitat als Indika- 
tor genutzt wurde. In gut regulierbaren Klonen (Regulationsfaktor < Tc 1000) wurde 
die gp190 Synthese gepruft. Immunfluoreszenz-Analyse (Abb. 5B) sowie Untersu- 
chungen uber "Western blot" (Abb. 5C) ertaubten, von beiden Zelltypen Klone zu 
identifizieren, welche gp190 unter streng regulierbaren Bedingungen synthetisieren. 
Von 20 Klonen wurde jeweils der bestregulierbare subkloniert. Die Subklone HtTA93- 
9 sowie CH027-29 wurden fur Kulturen im 10 I Maftstab ven/vendet. Aus Zeliextrakten 
dieser Kulturen lied sich intaktes gp190 sl mittels Affinitatschromatographie (mAk5.2) 
isolieren. Das Material ist homogen bis auf eine einzige zellulare Komponente, die 
nicht von gp190 s1 abstammt und die etwa 25% des Praparats ausmacht (Abb. 6C). 
Sie mudte in einem weiteren Reinigungsschritt entfernt werden. 

3. Expression des qp190 s in Toxoplasma gondii . 
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Toxoplasma gondii gehdrt wie P. falciparum zu den Apicomplexa und hat daher 
wahrscheinlich ein dem P. falciparum ahnliches Protein-Modifikationssystem T 
gondii laat sich mit Fremd-DNA transfizieren, die effizient in das Genom integriert 
wird, auaerdem iafit sich T. gondii problemlos in Ze.lkultur vermehren. Urn ein mog- 
Kchst natives g P 190-Produkt zu erhalten, wurde gp190 S2 so exprimiert, daft das Pro- 
te,n sekretiert und auf der OberflSche des Parasiten. wie bei P. falciparum, uber ein 
GPI-Mofv ,n der Membran verankert wird. Dazu wurde das g P 190 S2 (Abb 3A) in das 
Plasm ld ppTMCS (D. Soldati, unveroffent.icht) eingesetzt (Abb. 6A) und damit unter 
Kontrolle des T. gondii-Tubulin Promotors gestellt. 

Dieses Expressionskonstrukt wurde in T. gondii transfiziert. Selektion mit Chloram- 
phen,col fuhrte zu resistenten Klonen, die g P 190 synthetisieren, wie durch Immunfluo- 
reszenz nachgewiesen wurde (Abb. 6B). Die Immunfluoreszenz mit anti-gp190- 
Antikorpern war nicht unterscheidbar von einer entsprechenden Anfarbung der Pa- 
ras.ten m.ttels Antikorper gegen SAG1, dem Hauptoberflachenprotein von T gondii 
Es .st daher davon auszugehen, daft gpl90 an der Oberflache von T. gondii veran- 
kert .st. Mehrere T. gondii-Klone (Nr. 3. 1 bis 3.4) warden charakterisiert und fur die 
Produktion von g P 190 aufbewahrt. Aus in praparativem MaGstab aufgewachsenen T 
gondn-Kulturen (Klon 3.4) wurde g P 190 mittels Affinitatschromatographie (mAK5 2 
Saule) isoliert. Analyse im elektrischen Fe.d zeigte ein homogenes Produkt mit einer 
Wanderungsgeschwindigkeit, die auf das intakte Protein schlieflen laftt (Abb. 6C). 

Beispiel 7: Charakterisierunq von op19Q ProtPin fl „c v erschied^pn Pv pfo »^. 
svstemen mittels mnn oklonaler Antikorper 

Ein Satz gpl 90-spezifischer monoklonaler Antikorper. von denen mehrere konforma- 
tonelle Epitope erkennen, wurde dazu benutzt, uber Immunfluoreszenz die Reaktivi- 
tat der Antikorper mit P. falciparum- bzw. T gondii-Parasiten zu vergleichen Tabelle 1 
ze.gt. daft die Reaktivitat der 16 Antikorper fur beide Parasiten gleich ist. Dies ist ein 
starker Hmweis darauf, daf& in T. gondii weitestgehend "natives" gp190 produziert 
w,rd. Der Vergleich der Reaktivitat der Antikorper mit Protein aus E. coli, HeLa- bzw 
CHO-Zellen sowie T. gondii zeigt ebenfalls. dafi die meisten Antikorper mit den 4 
Praparaten reagieren. Insbesondere wird das aus £ coli isolierte Protein von mehr 
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Antikorpern erkannt als das Produkt aus Saugerzellen. Dies ist wahrscheinlich eine 
Konsequenz der Giykosylierung in Saugerzellen. 

Beispiel 8: Immunsierunq von Aotus lemurinus qriseimembra-Affen 
mitqp190/MSP1 aus P. falciparum (FCB-1V 

Zwei unabhangige immunsierungsexperimente (A, B) wurden durchgefuhrt Dazu 
wurde aus jeweils ca. 2 x 10 11 Parasiten unter schonenden Bedingungen einmal 1,0 
mg (A) und einmal 0,6 mg hochreines gp190/MSP1 isoliert. 

Das Protein wurde zusammen mit Freund'schem Adjuvans (FCA) verabreicht. Die 
Kontrollgruppe erhielt lediglich FCA. Es wurde dreimal im Abstand von 4 Wochen mit 
gleicher Menge an Protein bzw. mit Adjuvans immunisiert Zwei Wochen nach der 
letzten Immunisierung wurden die Tiere mit jeweils 10 5 Parasiten (FVO-Stamm) aus 
einem Donor-Tier infiziert. Die Parasitamie wurde taglich gemessen. Die Ergebnisse 
sind in Abb. 2 zusammengefafit. Dabei bedeutet 

T: dafi die Tiere mit Resochin behandelt wurden 

D; ein verstorbenes Tier 

Abb. 2A.: die Individuen der geimpften Gruppe erhielten je 3 x 60 Mikrogramm 
gp190/MSP1 

Abb. 2B: die Individuen der geimpften Gruppe erhielten je 3 x 40 Mikrogramm 
gp190/MSP1 

Wahrend in den Kontrollgruppen nur 1/11 Tiere keine Parasitamie entwickelten, wa- 
ren es in der geimpften Gruppe 6/10. Die vier Tiere aus der geimpften Gruppe, die 
eine hohe Parasitamie entwickelten, taten dies - im Vergleich zur Kontrollgruppe - mit 
einer durchschnittlichen Verzogerung von vier Tagen (Uberschreiten der 2%-Grenze 
der Parasitamie). 

Diese Experimente zeigten erstmals einen hochsignifikanten Schutz gegen Infektion 
mit P. falciparum durch gp190/MSP1 im Affenmodell. Das erfindungsgemafie Verfah- 
ren erlaubt es somit erstmaiig, einen wirksamen Impfstoff gegen die Malaria anzuge- 
ben. 
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Patentanspruche 

1. Hersteilungsverfahren fur das vollstandige gp190/MSP1 -Protein von Plasmodium, 
insbesondere Plasmodium falciparum, dadurch gekennzeichnet, dafi das vollstandi- 
ge Gen fur gp190/MSP1 in einem geeigneten System, vorzugsweise einem Wirtsor- 
ganismus, exprimiert wird. 

2. Rekombinantes Hersteilungsverfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dafi der Synthese der dem Protein zugrunde liegenden DNA-Sequenz die DNA- 
Sequenz des P. fe/c/parum-Stammes FCB-1 zugrunde gelegt wird. 

3. Rekombinantes Hersteilungsverfahren gemafi Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, dafi der AT-Gehait der exprimierten DNA-Sequenz gegenuber der naturlich vor- 
kommenden Sequenz reduziert wurde, vorzugsweise von 74% auf 55%. 

4. Rekombinantes Hersteilungsverfahren gemafi einem odermehreren der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi das dem erzeugten Protein zugrunde liegende 
Gen fur die voile Aminosauresequenz einschliefilich Signalpeptid und Ankersignal 
kodiert 

5. Rekombinantes Hersteilungsverfahren gemafi einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi das dem erzeugten Protein zugrunde liegende 
Gen fur die voile Aminosauresequenz mit Ausnahme des Ankersignals kodiert. 

6. Rekombinantes Hersteilungsverfahren gemafi einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi das dem erzeugten Protein zugrunde liegende 
Gen fur die voile Aminosauresequenz mit Ausnahme des Ankersignals und des Sig- 
nalpeptides kodiert. 

7. Rekombinantes Hersteilungsverfahren gemafi einem oder mehreren der Anspruche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi es folgende Schritte umfafit: 
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(a) Entwurf der zu synthetisierenden DNA-Sequenz aus P. falciparum FCB-1 wobei 
e.ne DNA-Sequenz mit den im menschlichen Genom ublichen Codon-Haufigkeiten 
unter Erhalt der Aminosauresequenz des FCB-1 Proteins hergestellt werden sollte, 

(b) Einteilung der entworfenen Sequenz in uberlappende Regionen, vorzugsweise in 
Regionen p83, p31, p36, gp30 und gp19, 

(c) Synthese von Desoxyoligonukleotiden, die jeweils mindestens die gesamte Lange 
einer Region abdecken, 

(d) Synthese der kodierenden Regionen fur gpi 9, g P 30. p36 und P 31 durch PCR und 
Synthese der kodierenden Region fur p83 durch Fusion aus zwei etwa 1200bp 
umfassenden Sequenzen, 

(e) einzelne Klonierung der kodierenden Sequenzen 

(f) Fusion des gesamten Gens und 

(g) Expression in einem geeigneten Expressionssystem. 

8. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzefchnet 
daft die in Schritt (c) synthetisierten Desoxyoligonukleotide durchschnittlich 120 Nu- ' 
kleotide lang sind und die benachbarten Sequenzen jeweils urn ca 20 Basen uber- 

lappen. 

9. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 
b.s 8, dadurch gekennzeichnet, daft als Expressionsvektor dPS56. RBSII verwen- 

det wircl. 

10. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet, daft als Expressionsvektor pBi-5 verwendet wird. 

1 1 . Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet, daft als Expressionsvektor ppTMCS vewendet 
wird. 
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12. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dad die dem Protein zugrunde liegende DNA- 
Sequenz in E. coli exprimiert wird. 

13. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeich- 
net, daft der verwendete E. co//-Stamm der Repressor-produzierende Stamm E. coli 
DH5alphaZ1 ist. 

14. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 
bis 11, dadurch gekennzeichnet, daft die dem Protein zugrunde liegende DNA- 
Sequenz in HeLa-Zellen exprimiert wird. 

15. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 
bis 11, dadurch gekennzeichnet, daft die dem Protein zugrunde liegende DNA- 
Sequenz in CHO-Zellen exprimiert wird. 

16. Rekombinantes Herstellungsverfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 
bis 11, dadurch gekennzeichnet, daft die dem Protein zugrunde liegende DNA- 
Sequenz in Toxoplasma gondii oder Leishmania exprimiert wird. 

17. Vollstandige, zur Expression geeignete DNA-Sequenz des gp190/MSP1-Ober- 
flachenproteins von Plasmodium, insbesondere P. falciparum, vorzugsweise erhalt- 
lich durch das rekombinante Herstellungsverfahren gemaft einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 16. 

18. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaft Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft sie nicht fur das Ankersignal kodiert. 

19. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaft Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft sie weder fur das Ankersignal noch fur das Signalpeptid kodiert. 
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20. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaft Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft sie eine Sequenz fur am N-Terminus vorliegende 1 1 zusatzliche Ami- 
nosauren, davon 6 Histidine, umfaftt. 

21 . Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaft einem Oder mehreren der Anspru- 
che 1 7 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daft die Sequenz keine erkennbaren 
"splice donor"- und "splice acceptor"-Signale enthalt. 

22. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaft einem Oder mehreren der AnsprG- 
che 17 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daft die Sequenz keine grofteren GC- 
reichen Sequenzen enthalt. 

23. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaft einem Oder mehreren der Ansprii- 
che 17 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daft die Sequenz keine Erkennungssigna- 
le fur Restriktionsenzyme, welche Sequenzen von sechs Oder mehr Basenpaaren 
erkennen, enthalt. 

24. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaft einem Oder mehreren der Anspru- 
che 17 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daft die Sequenz fur Erkennungssignale 
bestimmter Restriktionsnukleasen in Regionen, die die nach der Prozessierung des 
Proteins entstehenden Domanen trennen, einmal vorkommende Schnittstellen fur 
Restriktionsendonukleasen enthalt. 

25. Zur Expression geeignete DNA-Sequenz gemaft einem Oder mehreren der Ansprii- 
che 17 bis 24. dadurch gekennzeichnet, daft die Sequenz an ihren beiden Enden 
Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen aufweist, die in der ubrigen Sequenz 
und in einem zu verwendenden Vektor nicht vorkommen. 

26. Wirtsorganismus, der die vollstSndige Nukleinsauresequenz fur das gp190/MSP1- 
Oberflachenprotein und/oder das vollstandige Protein enthalt. 

27. Wirtsorganismus gemaft Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daft der Wirtsor- 
ganismus E. coli ist. 
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28. Wirtsorganismus gemafi Anspnjch 27, dadurch gekennzeichnet, dafi der E. coli- 
Stamm der Repressor-produzierende £. co//-Stamm DH5alphaZ1 ist. 

29. Wirtsorganismus gemafi Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi der Wirtsor- 
ganismus HeLa-Zellen sind. 

30. Wirtsorganismus gemafi Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi der Wirtsor- 
ganismus CHO-Zellen sind. 

31. Wirtsorganismus gemafi Anspruch 29 Oder 30, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Wirtszellen konstitutiv tTA synthetisieren. 

32. Wirtsorganismus gemafi Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi der Wirtsor- 
ganimsus Toxoplasma gondii, Leishmania, Baculoviren, Adenoviren Oder Hefen vor- 
gesehen sind. 

33. Verwendung eines gemafi einem der Anspruche 1 bis 16 hergestellten 
gp190/MSP1 -Proteins zur aktiven Immunisierung gegen Malaria. 

34. Verwendung eines gemafi einem der Anspruche 1 bi 16 hergestelten gp190/MSP1- 
Proteins zur Herstellung von monoklonalen, zur passiven Immunisierung geeigneten 
Antikorpern. 

35. Verwendung einer gemafi der Anspruche 1 bis 16 hergestellten DNA-Sequenz zur 
Herstellung einer Vakzine auf Nukleinsaurebasis. 
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36. Verfahren zur Stabilisierung von Gen-Sequenzen, dadurch gekennzeichnet, daG 
der AT-Gehalt der Sequenz verringert wird. 

37. Stabilisiertes Gen, dadurch gekennzeichnet, dafj es einen geringeren AT-Gehalt 
aufweist als das nicht stabilisierte Gen. 

38. Vektor enthaltend eine DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 1 7 bis 25 
und/oder 37. 

39. Wlrtszelle enthaltend einen Vektor nach Anspruch 38. 

40. Impfstoff enthaltend ein Protein, hergestellt nach einem Verfahren nach einem der 
Anspruche 1-16 und/oder eine DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 17-25 
und/oder einen Wirt nach einem der Anspruche 26-32 und/oder einen Vektor nach 
Anspruch 38. 

41. impfstoff nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, daft er weitere Immunitat 
hervorrufende Produkte aus Plasmodium, insbesondere P. falciparum, enthait 
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This international searchreport has not been established inrespect of certain claims under Arucle 1 7(2)(a) for the following 
1. |~*| Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

b^dTTht ^ A ,l thOUSh C1 T S 33 " 35 rdate t0 3 method for treatmei " of the human/animal 
body, the search was carried out and was based on the cited effects of the 311/311111131 

compound/composition. 



reasons : 



2. | ^ Claims Nos. 

because the; 

an extent that no meaningful international search can be carried out" specifically 



^TI^ application that do not comply with the prescribed requirements to such 



3. 



| | Claims Nos.; 

because ^ are de P e *dent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a) 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this intemahonal application, as follows: 



See Supplemental Sheet 



1 ^ s^hab^ f6eS ^ tUnCly Paid b> ' ^ ap ? hcant ' ^ international search report covers all 

2. □ As all searchable claims could be searched without effortjustifymg anadditional fee, this Authority did not invite pavment 

or any additional fee. r ■ 

3 . H] As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant this international search re™* 
■—J covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : Ppilcam - 11X13 intematl0na * search report 



4> □ *°t£^t. SC ^ Ch feCS WCTe P a / d ^ the applicant. Consequently, this mternational search repon is 

restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered bv claims Nos. : H 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

PH No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Claims: 1-35, partially 37-40 

DNA sequence coding gpl90/MSP-l Plasmodium surface protein, host organism containing 
said sequence, use of gpl90/MSP-l plasmodium surface protein or the therefor coding DNA 
for immunization against malaria, vector containing said DNA sequence, vaccine containing 
gpl90/MSP-l plasmodium surface protein or the therefor coding DNA, method for the 
production of gpl90/MSP-l plasmodium surface protein 

2.Claims: 36, partially, 37-40 

Method for stabilizing gene sequences by reducing the AT content of the sequences, stabilized 
gene, vector containing said gene, vaccine containing said vector. 
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Siehe Anhang Patentfamiiie 



0 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
*A" Ver6ffenttichung, die den allgemeinen Stand der Teohnik definiert, 
aber nicht als besondere bedeutsam anzusehen ist 

"E" afteres Dokument, das jedooh erst am oder nach dem internationalen 
Anmelde datum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die gee »g net ist, einen Prioritataansprueh zweifelhaft er- 
scheinen zu I ass en, oderdurch die das Veroffenttichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt warden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben tst (wie 
ausgefahrt) 

"O* Veroffentlichung, die sioh auf eine mUndtiche Offenbarung, 

Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaHnahmen bezieht 
P Veroffentliohung, die vor dem internationaten AnmeWedatum, aber nach 



*T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlioht worden ist und mrt der 
Anmeldung nicht kollidiert, sonde m nur zum Verstandnts des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theone angegeben ist 

•X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht ats neu oder auf 
erftndenscher Tatigkeit beruhend betrachtet warden 

*Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruohte Erfindung 
kann nicht als auf erftndenscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung rratetner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verb in dung gebracht wrd und 
diese Verbindung fur einen Faohmann naheliegend ist 
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Seiten 270-273, XP000604859 
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NUCLEIC ACIDS RESEARCH. , 

Bd. 17, Nr. 13, 1989, OXFORD GB, 
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siehe das ganze Dokument 

EP 0 154 454 A (WELLCOME FOUND) 
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siehe das ganze Dokument 

SIDDIQUI W A ET AL: "Merozoite surface 
coat precursor protein completely protects 
Aotus monkeys against Plasmodium 
falciparum malaria" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA., 

Bd. 84, 1987, WASHINGTON US, 

Seiten 3014-3018, XP0O2O57621 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe das ganze Dokument 

GENTZ R ET AL: "Major surface antigen 
pl90 of Plasmodium falciparum: detection 
of common epitopes present in a variety of 
Plasmodia isolates" 
EMBO JOURNAL. , 

Bd. 7, Nr. 1, 1988, EYNSHAM, OXFORD GB, 
Seiten 225-230, XP002057622 
siehe Abbildung 1; Tabelle 1 
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P241-4, NETHERLANDS, XP002057623 
siehe Seite 1; Tabelle 1 

EP 0 385 962 A (MONSANTO CO) 5. September 
1990 

siehe Abbildungen 2-4; Beispiele 2,3 
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21.Marz 1990 

siehe Seite 9; Abbildung 1; Tabelle 3 
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PCT/EP 97/05*41 



Feid I Bemertoingen zu den Anapruchen, die eich aJs nicht rooherehiertoar irwitun haben (Fottutzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



Gem*8 Artikei 1 7(2) a) wurce eus foigendan Grunden fQr beatimmte Anapruehe ton nechecohanbaricrit efstoUt: 

1. Qf] Anapruch* Nr. 

w«l Si* wen auf Gegenstande btt»hw, zu deren Rec he r ch e <£e Behorde nicht v arpfl i chtot iat, namiioh 

Bemerkung : Obwohl die Anspriiche 33-35 sich auf ein Verfahren zur 
Behandlung des menschlichen/tierischen Kbrpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefiihrt und grundete sich auf die angefiihrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusanmensetzung. 

2. Q[] Anspruefte Nr. 

wei are atch auf TmSm der ffrtemaiionaJen Anmmkiunq btzithtn, die dsn vorgeschriebartan Anforderungan to wentg entapreohen, 
daS eine amnvoile intern abonaJe Recherche nicht durchgefQhrt warden kann, namesh 



3 ^] Anapruehe Nr. 

wai aa eich dabai urn abhangtga Anapruehe handsft, cfia raoht antapraohand Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgafaBt etnd. 



Feld II Bomertoingen bei mangeinder Bnhertiichkert der Erfindung (Fortaetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die internationeje Rachamnanbahdrda hat feetgeateltt, daB dtaaa intamationaJa Anmeidung me hroro Erfindungen anthaJt 



siehe Zusatzblatt 



1 . I X I Oa der Anmelder alia arfordehiehen zuectziiehan Ra eh e reh eogefadhran rechtzeitig antriohtet hat ei eU o uRl atari dieeer 
L — * intamanonaia Reaherchenberieht auf aiie recherohierbaren Anapruehe dar irttomaodnalen Anmekking. 

2. 1 | Oa fQr aMa raoharohtarbaran Anapruehe cSa Racharcha ohne aman Arfaeaaaufwand durchgefuhit wardan tormte, der 

nm a rrtirh o Racherehengebuhr gereohtfertigt hatte, hat die intemationaie Raoharohanbahdrda ntcht zur Zahtung einer 
Q aou hr autgcfcfdort. 



3. I I Oa der Anmetder nur etntge der erfordariichen zusatzfohen Recherehongebohren reohtzeitig enihehtet hat, eratraokt aioh cf < 
intemationaie Rechero h e nb e i iui i t nur auf die Anapruehe der intemationaien AnmaJdung, fur cfia Gebflhren enthchtet wordan 
aind, namtioh auf die Anapruehe Nr. 



4. | | Dar Anmelder hat die erforder fich en zueatztichen Raeherohengebuttren nicht reohtzeitig enthehtet Oar intamattonaie Reeher- 
cheftbencht beachranxl aieh daher auf die in den Anapruohen zuarst erwahnte Si funk ing; dteee iat in toigenden Anspruohen m 
faflt: 



O e m e rfcung en htrtaichtiich etnea Wldereproehs | | Oie zuaalziichen Gebuhren wurden vom Aranetder untor Wtdereprueh gezahlt. 

[X 1 Ola ZMhiung zuaatziichar Gebuhren erfoigte orme Widartpruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



1. Anspruche: 1-35, teilweise 37-40 

DNA-Sequenz das gpl90/MSP-l Oberf lachenprotein von 
Plasmodium kodierend, Wirtsorgani smus diese Sequenz 
enthaltend, Verwendung des gpl90/MSP-l Oberflachenproteins 
Oder der dafur kodierenden DNA zur Imnunisierung gegen 
Malaria, Vektor bes& 9te DNA-Sequenz enthaltend, Impfstoff 
das gpl90/MSP-l Oberf lachenprotein oder die dafur kodierende 
DNA enthaltend, Verfahren zur Herstellung des gpl90/MSP-l 
Oberflachenproteins 



2. Anspruche: 36, teilweise 37-40 

Verfahren zur Stabilisierung von Gen-Sequenzen durch 
Verringerung das AT-Gehaltes der Sequenzen, stabilisiertes 
Gen, Vektor dieses Gen enthaltend, Impfstoff diesen Vektor 
enthaltend 
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